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1.1- LA RUTA DE SECRECIÓN REGULADA 
 
1.1.1.- Consideraciones generales 
La ruta secretora es un proceso complejo que comprende numerosas etapas que 
se suceden de manera secuencial, desde la síntesis de las proteínas que van a ser 
secretadas, su maduración post-traduccional, su clasificación en vesículas de 
secreción y su envío controlado hacia la superficie celular (Bonifacino y Glick, 2004). 
Las proteínas que son transportadas a lo largo de la ruta secretora son sintetizadas por 
ribosomas asociados a las membranas del retículo endoplasmático (RE) y 
translocadas al lumen de este orgánulo de una manera co-traduccional. Una vez en el 
RE, las proteínas de secreción se pliegan adquiriendo su conformación terciaria 
funcional, se clasifican y se empaquetan en vesículas de transporte que pasan a través 
del compartimento intermediario Golgi-RE (ERGIC), hasta alcanzar las cisternas cis 
del complejo de Golgi.En las cisternas más distales de este orgánulo, la red trans del 
Golgi (TGN), las proteínas son clasificadas de nuevo y empaquetadas en diferentes 
tipos de vesículas de acuerdo al destino final de cada proteína cargo (Gerdes, 2008). 
Algunas proteínas son transportadas a través de la ruta de secreción constitutiva, que 
es común para todos los tipos celulares y responsable del continuo aporte de 
componentes proteicos y lipídicos a la membrana plasmática y a la matriz 
extracelular. La ruta de secreción regulada es una característica única de células 
especializadas en secreción, como las células endocrinas y las neuronas. Estos tipos 
celulares forman y acumulan vesículas o gránulos de secreción que contienen una 
carga específica de proteínas de secreción y que serán liberadas al espacio 
extracelular de una manera regulada en respuesta a la estimulación de receptores de 
superficie (Park y Loh, 2008). Además de la ruta exocítica, las células disponen de un 
sistema de endocitosis que converge con las rutas secretoras a nivel de la red trans del 
Golgi. En la ruta endocítica, diferentes moléculas extracelulares y componentes de la 
membrana plasmática son internalizados en vesículas de endocitosis y transportados a 
endosomas tempranos, donde el contenido de las vesículas sufre una extensa 
clasificación. A partir de este compartimento, las moléculas endocitadas pueden ser 
recicladas a la membrana plasmática, como ocurre con multitud de receptores de 
superficie, transportadas a la red trans del Golgi, o dirigidas a lisosomas vía 
endosomas tardíos para su degradación (Seaman, 2008). La Figura 1 resume las 
distintas rutas intracelulares que las vesículas derivadas de diferentes compartimentos 
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pueden seguir y los componentes moleculares que recubren su superficie y que les 
confieren identidad en las etapas tempranas del ciclo de vida de dichas vesículas. 
 
Figura 1: La ruta secretora y el tráfico intracelular de vesículas. La imagen representa las rutas 
intracelulares dependientes de vesículas más importantes que siguen los péptidos de secreción, desde 
su síntesis asociada al RE hasta su llegada a la membrana plasmática. (1) Tras su síntesis, los péptidos 
de secreción se empaquetan en vesículas recubiertas de COPII (rojo) que derivan de la membrana de 
RE. Las vesículas COPII descargan su contenido en el compartimento ERGIC, desde donde son 
dirigidas hacia las cisternas más distales o trans del complejo de Golgi. (2) Los receptores encargados 
de la clasificación de proteínas en el RE y aquellas proteínas residentes en el RE que han sido 
erróneamente dirigidas al ERGIC son recicladas de vuelta al RE en vesículas recubiertas de COPI 
(verde). Una vez en el TGN, las proteínas son clasificadas en subdominios específicos de este 
compartimento. (3) Por una parte, las enzimas hidrolíticas lisosomales son empaquetadas en vesículas 
recubiertas de clatrina (azul), que son transportadas y fusionadas con endosomas tardíos. (4) Otras 
vesículas recubiertas de clatrina derivadas del TGN se cargan con péptidos de secreción (gránulos de 
secreción inmaduros), los cuales sufren procesamiento y agregación hasta dar lugar a gránulos de 
secreción maduros, un distintivo de las células neuroendocrinas. Tras la llegada de un estímulo 
extracelular, estos gránulos se fusionan con la membrana plasmática y liberan su contenido en un 
proceso conocido como secreción regulada. (5) Por otra parte, los componentes moleculares de la 
membrana plasmática y de la matriz extracelular son empaquetados en vesículas carentes de cubierta 
que son dirigidas hacia la superficie celular de una manera constitutiva (ruta secretora constitutiva). (6) 
Además, se ha propuesto la existencia de compartimentos intermedios en los cuales las rutas de 
secreción regulada y constitutiva divergen en base a la capacidad de las proteínas de secreción de 
clasificarse por agregación. En este caso, las proteínas de la ruta de secreción constitutiva se 
empaquetarían en vesículas recubiertas de clatrina en un proceso conocido como constitutive-like 
secretion. Tomado de Vázquez-Martínez et al., Gen. Comp. Endocrinol. 2012. 
 
Las vesículas de transporte median la mayor parte de la transferencia de proteínas 
entre los diferentes compartimentos de la ruta secretora. Este proceso comprende 
varias etapas secuenciales: en primer lugar, los complejos de cubierta (coat 
complexes) son los responsables de la formación de las vesículas de transporte, lo que 
ocurre como consecuencia de la evaginación y fisión de parte de la membrana del 
compartimento donador, así como de la incorporación específica del cargo en las 
vesículas de nueva formación (Brett y Traub, 2006). Tras la pérdida de la cubierta 
proteica, las vesículas son transportadas hacia el compartimento aceptor, normalmente 
gracias a su asociación a proteínas motoras que interaccionan y se mueven a lo largo 
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de las redes del citoesqueleto celular (Brett y Traub, 2006). Cerca del compartimento 
aceptor, las vesículas se fijan de manera transitoria a la membrana aceptora gracias a 
la ayuda de complejos multimoleculares en un proceso conocido como tethering. 
Finalmente, las vesículas se anclan y fusionan con la membrana aceptora permitiendo 
así la descarga de su contenido al compartimento aceptor. Todos estos procesos se 
encuentran estrechamente controlados por un número importante de proteínas que 
aseguran la eficiencia y especificidad de la selección del cargo, así como la dirección 
de movimiento de las vesículas y su fusión con membranas aceptoras específicas. 
 
 
Figura 2: Ciclo de vida de una vesícula de transporte intracelular desde su evaginación a partir 
del compartimento donador hasta su fusión con la membrana del compartimento aceptor. (1) 
Formación de la vesícula y comienzo del ensamblado de las proteínas adaptadoras y de cubierta. 
Proteínas GTPasas Rab específicas interaccionan con factores de tethering que se encuentran anclados 
a la membrana del compartimento donador para formar los denominados multi-subunit Rab tethers, los 
cuales reclutan a las proteínas de cubierta como COPI, COPII y clatrina, así como a las proteínas 
adaptadoras hacia la superficie de la vesícula en formación, lo que confiere a la vesícula naciente 
especificidad en la selección del cargo. (2) Pérdida de la cubierta proteica y transporte específico de las 
vesículas a lo largo de la red del citoesqueleto celular. Las vesículas de nueva formación pierden su 
cubierta mediante la inactivación de proteínas Rab particulares y la activación de enzimas de 
uncoating. Los complejos proteicos motores reconocen y reclutan las vesículas desprovistas de cubierta 
hacia los filamentos de citoesqueleto para transportar la proteína cargo hacia el compartimento aceptor 
correspondiente. Estos complejos motores incluyen proteínas Rab que modulan la procesividad y 
dirección del movimiento de las proteínas motoras. Durante el transporte, complejos v-SNARE 
específicos son añadidos a la superficie de las vesículas, lo que confiere a éstas especificidad para su 
fusión con la membrana del compartimento diana. (3) Amarre o tethering de las vesículas al 
compartimento aceptor. Las vesículas próximas al compartimento diana se amarran a su membrana en 
un proceso controlado por complejos proteicos compuestos por proteínas Rab y factores de tethering. 
(4) Anclaje o docking de las vesículas al compartimento aceptor. Los complejos v-SNARE se 
ensamblan con complejos t-SNARE específicos presentes en la membrana del compartimento aceptor, 
formando un haz de cuatro hélices (complejos trans-SNARE), lo que permite el acercamiento de las 
vesículas a la membrana diana. (5) Fusión de membranas y liberación del cargo en el compartimento 
aceptor. Los complejos trans-SNARE promueven la fusión de la vesícula con la bicapa lipídica del 
compartimento aceptor. La carga de la vesícula es transferida a dicho compartimento y los complejos 
SNARE son reciclados. Las proteínas Rab implicadas son inactivadas y devueltas al citosol, donde 
permanecen inactivas hasta que se inicie un nuevo ciclo de activación. Tomado de Vázquez-Martínez y 
Malagón, Front. Neuroendocrin. Sci. 2011. 
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Entre estas proteínas, se encuentran, entre otros, los factores de tethering, los 
complejos v-SNARE y t-SNARE y las proteínas Rab GTPasas (Figura 2) (Bonifacino 
y Glick, 2004; Jahn y Scheller, 2006; Takamori et al., 2006).  
 
1.1.2.- El retículo endoplasmático 
El retículo endoplasmático (RE) es el punto de entrada de las proteínas que 
trafican a través del la ruta secretora. En células endocrinas, estas proteínas se 
sintetizan generalmente como polipéptidos precursores inactivos (prohormonas) que 
son activados posteriormente mediante proteolisis gracias a la acción de diversas 
proteínas convertasas de prohormonas. En el lumen del RE, las proteínas de secreción 
se encuentran con máquinas moleculares que ayudan al correcto plegamiento de las 
proteínas y evalúan sus conformaciones finales de tal manera que sólo aquellas 
proteínas plegadas y ensambladas correctamente continuarán su camino a lo largo de 
la ruta secretora (Chevet et al., 2001; Kleizen y Braakman, 2004; Vembar y Brodsky, 
2008). Se han identificado dos clases importantes de chaperonas que participan en 
este proceso: BiP (también conocida como GPR78) y calnexina/calreticulina. Ambas 
clases de proteínas forman complejos con varias co-chaperonas y proteínas redox para 
prevenir la agregación de las proteínas y favorecer así su plegamiento eficiente 
(Kleizen y Braakman, 2004). Existen evidencias experimentales que sugieren que, al 
igual que ocurre con otras proteínas que transitan a través de la ruta secretora, BiP se 
requiere para el correcto plegamiento y procesamiento de ciertas prohormonas, como 
por ejemplo la insulina (Zhang et al., 2009). Las chaperonas moleculares y los 
factores asociados también reconocen e interaccionan con subunidades no nativas y 
desensambladas de proteínas multiméricas para su retro-translocación hacia el 
citoplasma, donde son degradadas mediante la maquinaria del sistema ubiquitina-
proteasoma (Vembar y Brodsky, 2008). Esta ruta de degradación de proteínas 
asociada al RE (Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation; ERAD) 
actúa en coordinación con la ruta de señalización en respuesta a proteínas no plegadas 
(Unfolding proteína response; UPR), que regula a su vez la expresión de genes que 
participan en la respuesta a la acumulación de proteínas no plegadas o mal plegadas 
en el RE (Travers et al., 2000). Ambas rutas son componentes críticos de la 
maquinaria que controla la calidad de proteínas en el RE y disfuncionesde éstas se 
han asociado con el desarrollo de diversas enfermedades endocrinas, entre las cuales 
cabe destacar la diabetes y el hipotiroidismo (Baryshev et al., 2004; Scheuner y 
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Kaufman, 2008). Además de los complejos genéricos que ayudan al plegamiento de 
las proteínas en el RE, las células neuroendocrinas están dotadas de chaperonas no 
clásicas tales como la proteína 7B2, una proteína de secreción altamente conservada a 
lo largo de la evolución y que está relacionada con la subclase de chaperonas 
moleculares denominada chaperoninas (Braks y Martens, 1994).  
Tras su plegamiento, las proteínas destinadas a la ruta secretora se separan 
selectivamente de las proteínas residentes en el RE. Este proceso ocurre en regiones 
específicas de salida del RE (Endoplasmic reticulum exit sites; EREs), que 
corresponden a subdominios de membrana altamente organizados (1-2 mm en 
diámetro) que se encuentran dispersos en la superficie del RE y en regiones 
adyacentes al ERGIC (revisado en Lippincott-Schwartz et al., 2000). El cargo 
destinado a secreción se clasifica y concentra en EREs gracias a la actividad de los 
complejos citosólicos de cubierta COPII y de la GTPasa de bajo peso molecular Sar1, 
que regula el ensamblado de la cubierta de COPII, dando lugar finalmente a vesículas 
recubiertas de COPII que evaginan del RE cargadas con un producto específico 
(Figura 1) (Lippincott-Schwartz et al., 2000; Schekman y Orci, 1996). El proceso de 
ensamblado de COPII sobre la membrana del RE se ha caracterizado extensamente en 
levaduras y células de mamíferos (revisado en Spang, 2009). Cabe destacar que 
algunos componentes de la cubierta de COPII (i.e. la familia de proteínas Sec24) 
contienen multitud de dominios independientes de reconocimiento del cargo, por lo 
que se ha propuesto que pueden interaccionar con grupos específicos de proteínas 
cargo (Dancourt y Barlowe, 2010; Spang, 2009; Watanabe y Riezman, 2004). 
Asimismo, otras proteínas que se unen al complejo COPII, como las proteínas 
transmembrana de la familia p24 (subfamilias a, b, c y d), juegan un papel importante 
en la selección de proteína cargo soluble en el RE (Strating et al., 2009). No obstante, 
aún se desconoce cómo estas y otras proteínas receptoras de cargo contribuyen al 
reclutamiento selectivo de proteínas específicas de secreción en los EREs en células 
neuroendocrinas.  
Tras la evaginación a partir de la membrana del RE, las vesículas de transporte 
COPII pierden su cubierta y se fusionan con compartimentos intermediarios del pre-
Golgi donde liberan el cargo, mientras que los receptores que han participado en la 
clasificación de las proteínas son reciclados al RE para que puedan participar en 
futuras rondas de exportación de cargo (Figura 1) (Dancourt y Barlowe, 2010). Los 
compartimentos intermediarios del pre-Golgi se movilizan a lo largo de microtúbulos 
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hacia el complejo de Golgi y descargan su contenido en la cara cis de este orgánulo 
(Lippincott-Schwartz et al., 2000). Además de la red de citoesqueleto, el tráfico entre 
el RE y el complejo de Golgi requiere la participación de una variedad de proteínas 
que se asocian a la cara citosólica de las vesículas de transporte, como diversos 
miembros de la familia de GTPasas Rab de bajo peso molecular y factores de 
tethering, que dirigen a las vesículas de transporte específicamente hacia las 
membranas del complejo de Golgi, así como complejos SNARE que median los 
eventos que tienen lugar durante la fusión de membranas y la subsiguiente 
transferencia del cargo al complejo de Golgi (Appenzeller-Herzog y Hauri, 2006; Cai 
et al., 2007; Jackson, 2009).  
 
1.1.3.- El complejo de Golgi 
El complejo de Golgi está compuesto por cisternas aplanadas que se alinean en 
paralelo para formar un apilamiento. En vertebrados, el complejo de Golgi contiene 
varios de estos apilamientos, los cuales se encuentran polarizados en un modo 
cis/trans. Las cisternas con la misma polaridad que se encuentran en apilamientos 
adyacentes están conectadas entre sí mediante túbulos delgados formando una red 
compacta yuxtanuclear denominada el Golgi ribbon (Jackson, 2009; Lowe, 2011). El 
complejo de Golgi lleva a cabo dos funciones principales: la modificación de 
proteínas y lípidos a medida que estos pasan a través del mismo y la clasificación y 
envío de las proteínas y lípidos resultantes hacia sus destinos finales (Munro, 1998). 
Las modificaciones post-traduccionales de proteínas en el complejo de Golgi, que 
incluyen O-glucosilación y modificación de cadenas de oligosacáridos, sulfatación, 
fosforilación y procesamiento proteolítico, son llevadas a cabo por enzimas residentes 
en el complejo de Golgi que se encuentran distribuidas normalmente en grupos de 
cisternas específicos (Munro, 1998). Esto permite que las proteínas en tránsito se 
encuentren con las enzimas de una manera secuencial, lo que es fundamental para el 
procesamiento eficiente de las proteínas de secreción. Por ejemplo, las cadenas de 
oligosacáridos de hormonas glucoproteicas, como la hormona estimulante del tiroides 
(TSH) o la hormona foliculo-estimulante (FSH), son modificadas por glucosidasas de 
las caras cis, medial y trans del Golgi, mientras que la sulfatación y la sialilación de 
los oligosacáridos resultantes ocurren en las zonas más distales (Melmed, 2002; 
Rozell y Okrainetz, 2009). Por otra parte, el procesamiento proteolítico de muchas 
prohormonas comienza en el TGN (e.g. prosomatostatina) (Xu y Shields, 1993). 
 8
Asimismo, el TGN contiene las proteínas de clasificación que seleccionan y 
concentran grupos particulares de proteínas de secreción en las vesículas de transporte 
correspondientes (Munro, 1998).  
Una cuestión importante aún sin establecer totalmente es cómo las proteínas de 
secreción son capaces de atravesar el complejo de Golgi, desde su cara cis hasta el 
TGN, mientras que las proteínas residentes son retenidas en compartimentos 
específicos del orgánulo. La mayor parte de las evidencias experimentales disponibles 
apoyan la idea de que el transporte del cargo a través del Golgi ocurre vía maduración 
cisternal (revisado en Glick y Nakano, 2009; Nakano y Luini, 2010). Este modelo 
propone que las cisternas se ensamblan en la cara cis del apilamiento, progresan a lo 
largo del apilamiento arrastrando consigo a las proteínas secretoras cargo y 
finalmente se desintegran en el TGN como consecuencia de la formación de vesículas 
de transporte. Al mismo tiempo, vesículas de transporte retrógrado (i.e. vesículas 
COPI) (Figura 1) que se forman a partir de los bordes de cisternas distales se fusionan 
con las cisternas adyacentes previas para reciclar las proteínas residentes del Golgi. 
Un modelo alternativo a éste propone que las proteínas residentes del Golgi son 
retenidas en las cisternas mientras que el cargo destinado a secreción es transportado 
activamente desde una cisterna a la siguiente en un transporte anterógrado mediado 
por vesículas COPI (modelo de transporte vesicular) (Glick y Nakano, 2009; Lowe, 
2011; Nakano y Luini, 2010). Se ha propuesto que estos dos mecanismos de 
transporte pueden co-existir o predominar uno con respecto al otro de acuerdo al tipo 
de cargo y al tipo celular. La mayoría de los estudios sobre el tráfico de proteínas a 
través del complejo de Golgi se han llevado a cabo en levaduras o en células de 
mamífero con una actividad secretora reducida, por lo que todavía no existen 
evidencias experimentales de cómo funciona este proceso en células con una alta tasa 
de producción y secreción proteica. Se ha propuesto no obstante un mecanismo 
adicional de transporte de proteínas a través del complejo de Golgi compatible con el 
modelo de maduración cisternal que puede operar en células que producen grandes 
cantidades de proteína, como es el caso de las células endocrinas en condiciones de 
estimulación. Mediante microscopía electrónica de alta resolución y reconstrucciones 
tomográficas del complejo de Golgi, se ha mostrado que la estimulación de la 
secreción de insulina mediante el tratamiento de células β de ratón con glucosa 
desencadena la aparición de estructuras tubulares que conectan diferentes cisternas 
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dentro de un apilamiento de Golgi (Marsh et al., 2004). Sobre la base de estas 
observaciones, se ha propuesto que las conexiones tubulares proporcionarían un 
lumen continuo que facilitaría el tránsito rápido de grandes cantidades de proteína de 
nueva síntesis para su secreción. Aún se desconoce si dichas conexiones entre 
cisternas también aparecen en otros tipos celulares endocrinos. 
Por otra parte, el complejo de Golgi se encuentra decorado por una serie de 
proteínas long coiled-coil, transmembrana o asociadas de manera periférica a la 
membrana, las denominadas golginas, que junto con ciertas proteínas Rab actúan 
como factores de tethering permitiendo el correcto direccionamiento de las vesículas 
de tránsito a través del complejo de Golgi (Barr y Short, 2003). Recientemente se ha 
identificado la primera proteína long coiled-coil asociada al Golgi, denominada 
Neuroendocrine long coiled-coil protein 1 (NECC1) (Cruz-Garcia et al., 2007), que 
interviene en el tráfico de cargo de secreción regulada a través de dicho orgánulo en 
células neuroendocrinas (Cruz-Garcia et al., 2012). 
 
1.1.3.1.- Modificaciones post-traduccionales de proteínas en el complejo de Golgi 
 
1.1.3.1.1.- Glucosilación 
Normalmente se añaden dos tipos básicos de carbohidratos a glicoproteínas en el 
complejo de Golgi: el primero supone la unión de una N-acetilglucosamina (GlcNAc) 
a un residuo de Asn (N-glucosilación) de un polipéptido, proceso que tiene lugar en el 
RE, y el segundo supone la adición de una N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un 
residuo de Ser o de Thr (O-glucosilación), modificación que ocurre en el complejo de 
Golgi, donde también tiene lugar el procesamiento y la modificación de cadenas de 
oligosacáridos del tipo N u O mediante la adición de grupos sulfato o siálico que 
pueden dar lugar a diferentes isoformas de proteínas (Rozell y Okrainetz, 2009). 
Existen multitud de ejemplos de proteínas de secreción glucosiladas en el reino 
animal, desde crustáceos (i.e. hormonas androgénicas) (Greve et al., 2004) e insectos 
(i.e. hormona protoracicotrópica) (Adams, 2006), hasta peces (i.e.péptido ghrelin-
like) (Kaiya et al., 2009), anfibios (i.e. POMC) (Lamacz et al., 1991) o mamíferos 
(i.e. POMC, proencefalina, etc). La glucosilación de proteínas es por tanto una 
modificación post-traduccional crucial para el mantenimiento de la actividad 
biológica de proteínas de secreción. De acuerdo con esto, se ha demostrado que la O-
glucosilación de ciertas hormonas secretadas por el lóbulo anterior de la hipófisis, 
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TSH, FSH y LH, es necesaria para mantener la vida media y la bioactividad de estas 
hormonas, aunque no parece modificar su capacidad de unión a los receptores o la 




Se ha demostrado que algunas pro-hormonas, como la POMC (Browne et al., 
1981), la proencefalina (Watkinson et al., 1989) y la progastrina (Varro et al., 1988), 
sufren O-fosforilación en residuos de Ser, proceso que tiene lugar en las regiones 
trans del complejo de Golgi (Rosa et al., 1992). Se ha propuesto que la O-
fosforilación determina el grado de procesamiento de la progastrina (Bishop et al., 
1998), mientras que el significado funcional de esta modificación post-traduccional en 
otras proteínas aún se desconoce. 
 
1.1.3.1.3.- Sulfatación 
Muchas hormonas y neuropéptidos se sulfatan en residuos de Tyr, un proceso que 
ocurre en el TGN (Fernandez et al., 1997; Huttner, 1988). El papel biológico de esta 
modificación post-traduccional aún se conoce poco y, aunque se ha demostrado que 
es esencial para que la colecistoquinina (CCK) mantenga su actividad óptima 
(Beinfeld, 2003) y que se requiere para que tenga lugar el procesamiento correcto de 
la progastrina (Bundgaard et al., 1995), estudios realizados en células corticotropas 
hipofisarias sugieren que la sulfatación de proteínas no es necesaria para el transporte 
intracelular, clasificación o procesamiento proteolítico de otras proteínas de secreción, 
como la POMC y sus péptidos derivados, la PC2 o la secretogranina III (van 
Kuppeveld et al., 1997).  
 
1.1.3.1.4.- Procesamiento proteolítico de precursores de proteínas 
Muchas proteínas de secreción se sintetizan como precursores polipeptídicos 
inactivos que requieren una endoproteolisis controlada para convertirse en péptidos 
biológicamente activos. Este proceso tiene lugar sobre residuos dibásicos 
(normalmente en Lys-Arg, Lys-Lys, Arg-Arg y Arg-Lys) que flanquean los extremos 
amino- y carboxilo-terminal de los precursores de hormonas y neuropéptidos. A 
veces, el procesamiento ocurre en residuos monobásicos de Arg, como es el caso de la 
provasopresina, prosomatostatina y otros neuropéptidos, o incluso puede tener lugar 
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en residuos tribásicos, como en la ACTH para dar lugar a α-MSH (revisado en Hook 
et al., 2008). En células neuroendocrinas, la proteolisis está mediada por dos tipos de 
proteasas: i) las convertasas de pro-hormonas relacionadas con la subtilisina y, en 
particular, las convertasas específicas de células neuroendocrinas PC1/3 y PC2, que 
procesan una gran variedad de pro-proteínas, como POMC, proinsulina, proGHRH o 
proPACAP (Seidah, 2011), y ii) la proteasa catepsina L de vesículas de secreción, que 
procesa la proencefalina y otros neuropéptidos (Yasothornsrikul et al., 2003).  
Tras la proteolisis por convertasas, los aminoácidos básicos del extremo 
carboxilo-terminal de los intermediaros son eliminados por metalocarboxipeptidasas 
especializadas (i.e. CPE y CPD), mientras que el procesamiento mediado por la 
catepsina L se continúa con una etapa adicional que consiste en la eliminación de 
residuos de aminoácidos básicos del extremo amino-terminal gracias a la acción de 
una aminopeptidasa Arg/Lys (revisado por Hook et al., 2008).  
Aunque el procesamiento proteolítico mediado por PC1/3 y PC2 tiene lugar 
principalmente en gránulos de secreción (Seidah, 2011; Seidah y Prat, 2002), el 
procesamiento y la maduración de estas enzimas en el TGN es esencial para su 
clasificación posterior hacia los gránulos de secreción inmaduros apropiados y para su 
posterior activación subsiguiente (Lou et al., 2007; Muller y Lindberg, 1999). El 
procesamiento de POMC es un ejemplo bien conocido de la acción específica de tipo 
celular y coordinada de PC1/3 y PC2. En las células melanotropas del lóbulo 
intermedio de la hipófisis o en neuronas hipotalámicas productoras de POMC, el 
precursor es procesado en primer lugar por PC1/3 para generar, entre otros péptidos, 
ACTH (revisado en Pritchard y White, 2007). A continuación, la ACTH es procesada 
por PC2 para dar lugar a α-MSH y a corticotrope-like intermediate peptide (CLIP). 
Por su parte, las células adrenocorticotropas del lóbulo anterior de la hipófisis no 
expresan PC2 y, por lo tanto, sólo pueden producir ACTH (Wang y Majzoub, 2010). 
Así pues, la función de las convertasas de pro-hormonas está estrechamente unida a la 
naturaleza y cantidad de hormona producida y secretada por las células en respuesta a 
estímulos. En este sentido, se ha demostrado que la expresión de PC1/3, PC2 y de la 
prohormona que procesan estas convertasas, POMC, en células melanotropas está 
regulada de manera coordinada con la capacidad secretora de las células (Braks et al., 
1992; Peinado et al., 2006). 
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1.1.4.- Clasificación de proteínas de secreción 
Después de su viaje a través del complejo de Golgi, las proteínas de secreción 
esperan en el TGN a ser clasificadas y empaquetadas en vesículas de transporte 
específicas que toman diferentes rutas de tráfico intracelular para alcanzar la 
membrana plasmática. La primera evidencia experimental que demostró la existencia 
de diferentes rutas de tráfico post-Golgi fue proporcionada por los estudios de 
Gumbiner y Kelly (Gumbiner y Kelly, 1982), quienes analizaron y compararon las 
cinéticas de secreción de dos proteínas en la línea celular AtT20 de hipófisis de ratón: 
la hormona ACTH, que se secreta de una manera regulada, y la glicoproteína del virus 
de la leucemia murina gp70. Estos experimentos pioneros demostraron que, después 
de abandonar el Golgi, la glicoproteína vírica es transportada hacia la membrana 
plasmática en gránulos carentes de ACTH a más velocidad que aquellos gránulos que 
contienen la hormona, siendo además liberada en ausencia de estímulos extracelulares 
(Gumbiner y Kelly, 1982). Estas observaciones ayudaron a consolidar la teoría 
aceptada hoy en día que define rutas de tráfico post-Golgi distintas para proteínas 
destinadas a ser secretadas de una manera regulada o constitutiva (Kelly, 1985). La 
coexistencia de ambas rutas de secreción en el mismo tipo celular implica la presencia 
de mecanismos que permitan la clasificación de proteínas en las vesículas de 
transporte correctas. Para explicar los procesos de clasificación que ocurren en el 
complejo de Golgi y en compartimentos post-Golgi, se han propuesto dos modelos. El 
primero y más popular, la hipótesis sorting-for-entry, propone al TGN como 
compartimento donde tiene lugar la clasificación de proteínas de secreción (Arvan y 
Castle, 1998; Kelly, 1985; Kuliawat y Arvan, 1994; Tooze, 1998). Según este 
modelo, que se representa de manera esquematizada en la Figura 3, las proteínas 
serían clasificadas mediante su interacción con receptores de clasificación que 
reconocerían un amplio espectro de proteínas de secreción, las cuales serían 
empaquetadas en gránulos de secreción de nueva formación o inmaduros (i.e. ISGs). 
Para que este proceso sea eficiente, se requiere que un solo receptor de clasificación 
sea capaz de empaquetar en los gránulos de secreción nacientes un número importante 
de proteínas de secreción al mismo tiempo. En apoyo de esta idea, se ha mostrado que 
las proteínas de secreción tienden a formar agregados insolubles en el TGN (Chanat y 
Huttner, 1991) que son empaquetados en masa en ISGs (Bauerfeind y Huttner, 1993). 
Además, la formación de estos agregados permite la exclusión eficiente de proteínas 
de secreción no regulada, que, por su parte, saldrían del TGN siguiendo un itinerario 
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por defecto, la ruta de secreción constitutiva. La familia de las graninas representa un 
ejemplo bien conocido de proteínas de secreción que son dirigidas a la ruta de 
secreción regulada en forma de agregados. A pH bajo y a la concentración de Ca2+ 
elevada existente en el TGN, las graninas cromogranina A y B (CgA y CgB) y la 
secretogranina II (SgII) se agregan de manera eficiente y excluyen a proteínas de 
secreción constitutiva (Glombik y Gerdes, 2000). Además, se ha propuesto que la 
CgA y CgB (Beuret et al., 2004; Courel et al., 2006; Huh et al., 2003; Kim et al., 
2001) y, más recientemente, SgII (Courel et al., 2010) y SgIII (Hosaka y Watanabe, 
2010) cumplen importantes funciones en la biogénesis de gránulos de secreción. Así, 
estudios en células de feocromocitoma de rata PC12, han mostrado que el 
silenciamiento de las graninas provoca una disminución significativa del número de 
gránulos de secreción densos a los electrones (i.e. que contienen proteínas de 
secreción)  e impide el tráfico de proteínas a estos gránulos. Además, la 
sobreexpresión de estas proteínas en líneas celulares que carecen de una ruta de 
secreción regulada fue suficiente para el establecimiento de dicha ruta (Courel et al., 
2006; Montero-Hadjadje et al., 2009; Pance et al., 2006). En concreto, se ha 
demostrado que las regiones amino- y carboxilo-terminales de la CgA, que está muy 
conservada a escala evolutiva, son necesarios para la formación de estructuras 
móviles similares a gránulos en una línea celular que sólo presenta secreción 
constitutiva, las células COS-7 (Montero-Hadjadje et al., 2009). Más aún, estudios 
recientes han mostrado que la CgA induce el reclutamiento de proteínas de unión al 
citoesqueleto, así como GTPasas y proteínas de unión a Ca2+ que, en conjunto, 
facilitan el desplazamiento de los gránulos de secreción a través de la red intracelular 
de microtúbulos y la red cortical de actina para la liberación controlada de su 
contenido (Elias et al., 2012). 
El otro modelo que explicaría la clasificación de proteínas en la ruta de secreción 
regulada, el modelo de sorting-by-retention, fue propuesto a partir de los resultados 
obtenidos en experimentos llevados a cabo en células b pancreáticas. En estas células, 
la insulina forma agregados tras su empaquetamiento en ISGs (Arvan et al., 1991), lo 
que condujo a proponer que, en lugar de una clasificación activa de proteínas en el 
TGN, la mayor parte del proceso de clasificación tendría lugar en ISGs post-Golgi 
(Arvan y Castle, 1998). Así pues, según este modelo, el TGN actuaría como un 
compartimento de clasificación no selectivo que daría lugar a ISGs con proteínas de 
secreción regulada y constitutiva. Este último grupo de proteínas sería excluido de los 
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ISGs gracias a su unión a receptores de clasificación y/o a sus ineficientes 
propiedades de retención, o a su incapacidad de formar agregados. Puesto que la ruta 
de salida de ISG se basa en la formación de vesículas que comparten características 
moleculares con las de la ruta de secreción regulada (i.e. cubiertas proteicas de AP-
1/clatrina; Figura 1), esta ruta alternativa se ha denominado constitutive-like secretion 
para diferenciarla de la ruta constitutiva clásica (Arvan y Castle, 1992). En la Figura 
3, se representan de manera esquemática cómo ocurriría la clasificación de proteínas 
de secreción según los dos modelos propuestos. 
 
Figura 3: Representación esquemática de los 
mecanismos de clasificación en la ruta de secreción 
regulada de células (neuro)endocrinas. En el esquema se 
representan los dos modelos propuestos para explicar la 
formación de gránulos de secreción regulada a partir del 
TGN (i.e.sorting-for-entry) o de estructuras post-Golgi 
(i.e. sorting-by-retention). Asimismo, se incluyen otras 
estructuras vesiculares, como las vesículas de secreción 
constitutive-like y las rutas que seguirían las enzimas 
lisosomales según cada modelo. En amarillo se 
representan las proteínas de secreción regulada que van a 
ser empaquetadas en gránulos de secreción, en rojo los 
productos destinados a la ruta de secreción constitutiva y 
en azul las proteínas enzimáticas que formarán parte del 
contenido de lisosomas. Tomado de Tooze, Biochim. 











1.1.5. Gránulos de secreción inmaduros 
Se considera que los ISGs representan intermediarios vesiculares de vida corta  
que, mediante un proceso que no es del todo conocido, dan lugar a gránulos de 
secreción maduros (MSG), aptos para liberar su contenido mediante exocitosis 
(Robinson y Martin, 1998; Tooze et al., 1991). Los ISGs representan un bajo 
porcentaje de las vesículas presentes en células secretoras, lo que dificulta su estudio. 
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Estudios de pulso-caza realizados en células PC12 han mostrado que los ISGs se 
transforman en gránulos maduros en un tiempo medio de 45 min, durante el cual tiene 
lugar un aumento de tamaño de los mismos, lo que ha llevado a sugerir que los MSG 
se forman mediante la fusión de ISGs (de 3-5 ISGs por MSG) (Tooze et al., 1991; 
Urbe et al., 1998), en un proceso mediado por la proteína SNARE sintaxina 6 
(Wendler et al., 2001).  Además, los ISGs contienen proteínas de la ruta constitutiva, 
así como enzimas lisosomales y otras proteínas mal clasificadas en el TGN, que son 
eliminadas de los mismos durante el proceso de maduración. Se ha propuesto que el 
exceso de membrana y las proteínas que no son propias de los MSGs son eliminados 
de los ISGs a través de vesículas recubiertas de clatrina que emergerían de dichos 
gránulos (revisado en Arvan et al., 1991; Kim et al., 2006; Tooze et al., 2001). Entre 
las proteínas de la membrana de los ISGs que son eliminadas durante el proceso de 
maduración de los SGs se encuentran la furina (Dittie et al., 1996; Dittie et al., 1997), 
la carboxipeptidasa D (Varlamov et al., 1999), el receptor de manosa-6-fosfato 
(Klumperman et al., 1998; Kuliawat et al., 1997) y las proteínas SNARE sintaxina 6 
(Klumperman et al., 1998; Wendler et al., 2001) y VAMP4 (Eaton et al., 2000; 
Hinners et al., 2003), Se ha propuesto que este proceso está mediado por el 
reclutamiento, por parte de furina, MRP y VAMP4, de la proteína adaptadora de 
clatrina AP-1, que mediaría la interacción entre el cargo y la cubierta de clatrina 
(Dittie et al., 1999; Dittie et al., 1997; Hinners et al., 2003).  Además de AP-1, 
existen otras proteínas adaptadoras de clatrina, como las GGAs (Golgi-associated, γ-
ear-containing, ADP-ribosylation factor-binding proteins), que facilitan la 
clasificación del cargo a retirar de los ISGs en vesículas recubiertas de clatrina 
(Kakhlon et al., 2006). Las proteínas citadas, que residen en ISGs pero no en MSGs, 
se han utilizado como marcadores de los mismos. Otras proteínas adicionales 
localizadas en ISGs son ARF1 (ADP-ribosylation factor 1), que es responsable del 
reclutamiento de AP-1 a los ISGs (Austin et al., 2000; Dittie et al., 1996), y un 
miembro de la familia de proteínas transmembrana reguladoras del tráfico de 
membranas sinaptotagminas,  la sinaptotagmina IV (Fukuda et al., 2003). 
Curiosamente, la sinaptotagmina IV se localiza en ISGs y también en el complejo de 
Golgi en células PC12 bajo condiciones basales, en las que no colocaliza con los 
marcadores habituales de gránulos de secreción (sinaptotagminas I y IX, Rab3A, 
Rab27A, VAMP2, o sinaptofisina) (Fukuda et al., 2003). Sin embargo, cuando las 
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células son estimuladas con la neurotrofina NGF, la sinaptotagmina IV se redistribuye 
hacia MSGs que pueden sufrir exocitosis regulada por Ca2+ (Fukuda et al., 2003).  
Como se ha mencionado anteriormente, la maduración de los ISGs conlleva la 
eliminación de los mismos de proteínas solubles y prohormonas no procesadas, así 
como de proteínas lisosomales o endopeptidasas de endosomas erróneamente 
clasificadas hacia la ruta de secreción regulada (Arvan et al., 1991; Tooze et al., 
2001). Así, se ha propuesto que las vesículas recubiertas de clatrina derivadas de los 
ISGs son conducidas a endosomas, a partir de los cuales las proteínas cargo serían 
transportadas a la superficie celular mediante el proceso definido como “constitutive-
like secretion” (Arvan y Castle, 1998; Kim et al., 2006). Algunos autores también 
sugieren que las proteínas de las ISGs pueden ser conducidas, directamente o desde 
los endosomas, hacia el TGN (Kim et al., 2006; Tooze et al., 2001); este es el caso de 
la furina, que es una proteína residente en el TGN (Dittie et al., 1997). Por su parte, 
las proteínas lisosomales asociadas a los MPRs existentes en las ISGs serían dirigidas 
desde los endosomas hacia lisosomas (Arvan y Castle, 1998; Kim et al., 2006; Tooze 
et al., 2001). Finalmente, el proceso de maduración de los GS, desde ISGs hasta 
MSGs, conlleva la acidificación progresiva de su contenido (pHTGN ~6.5-6.2; pHISG 
~6.3-5.7; pHMSG ~5.5-5.0), lo que permite la activación de las convertasas y el 
procesamiento subsiguiente de las prohormonas y proneuropéptidos así como la 
condensación del cargo (revisado por Kim et al., 2006).  
Mediante estudios de imagen in vivo en células PC12 transfectadas con una 
forma mutante de la proteína verde fluorescente [GFP(S65T)] que permite seguir el 
movimiento de los gránulos recién formados a partir del TGN, se ha mostrado que los 
ISGs se transportan en cuestión de segundos, de forma directa y a través de la red de 
microtúbulos, hacia la red de actina situada en la periferia celular, donde completan  
su proceso de maduración en cuestión de horas (Rudolf et al., 2001). Curiosamente, 
en esta última fase de maduración, un número importante de gránulos de secreción se 
mantiene inmóvil, estando la mayoría de dichos gránulos fijados a la red cortical de 
actina (Rudolf et al., 2001). 
 
1.1.6.- Clasificación y destino de las proteínas 
Independientemente del compartimento intracelular donde tiene lugar la 
clasificación hacia la ruta de secreción regulada (i.e. TGN o ISGs post-Golgi), las 
proteínas destinadas a ser secretadas de manera regulada deben contener regiones 
 17
concretas en sus secuencias que puedan ser reconocidas por los receptores de 
clasificación para segregarlas de las proteínas de secreción constitutiva. Se ha 
demostrado que algunas proteínas de secreción regulada poseen dichas secuencias. 
Por ejemplo, los 26 aminoácidos del extremo NH2-terminal de la POMC contiene 
información esencial para dirigir al precursor hacia la ruta de secreción regulada, ya 
que la expresión de formas mutadas de POMC que carecen de esta región (i.e. ∆2-∆26-
POMC) en células AtT20 provoca la acumulación de la hormona ACTH en el 
complejo de Golgi, pero no en gránulos de secreción (Cool y Loh, 1994). Otros 
estudios han demostrado la presencia de dominios de clasificación similares en la 
CgB (i.e. un puente disulfuro altamente conservado en la región NH2-terminal de la 
proteína) (Glombik y Gerdes, 2000; Glombik et al., 1999; Kromer et al., 1998) y en la 
CgA (i.e. el bucle formado entre las Cys17 y Cys38 junto con la región 77-115 de la 
proteína) (Taupenot et al., 2002). Además, recientemente se ha mostrado que los 77 
últimos aminoácidos del extremo NH2-terminal de la CgA son suficientes para 
reinstaurar la ruta de secreción regulada en una variante de células PC12 deficientes 
en la formación de gránulos de secreción, las células A35C (Stettler et al., 2009).  
Otra línea de investigación se ha dedicado a identificar los receptores de 
clasificación responsables de dirigir las proteínas de secreción a los ISGs. 
Actualmente está ampliamente aceptado que los gránulos de secreción no son todos 
iguales, incluso en un mismo tipo celular, y que, por tanto, deben existir mecanismos 
de selección para dirigir las proteínas de secreción hacia gránulos morfológicamente 
distintos. Las primeras evidencias experimentales de la existencia de receptores de 
clasificación se obtuvieron en 1997, cuando se identificó la proteína asociada a 
membrana carboxipeptidasa E (CPE) como posible receptor de POMC y de otras 
prohormonas en células hipofisarias (Cool et al., 1997). En este mismo trabajo se 
observó que la carencia de CPE conllevaba la clasificación errónea de POMC hacia la 
ruta de secreción constitutiva (Cool et al., 1997). Sin embargo, en un estudio coetáneo 
se puso en duda este modelo, ya que se descubrió que la clasificación de la 
proinsulina hacia la ruta de secreción regulada no se encontraba afectada en ratones 
knockout deficientes en CPE (Irminger et al., 1997). De nuevo, estos resultados 
opuestos apuntan a la co-existencia de diferentes mecanismos de clasificación que 
determinan la naturaleza del contenido de los gránulos de secreción. Desde el 
hallazgo de CPE, se han descrito otras proteínas asociadas a membrana que actúan de 
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una manera similar a dicha proteína, ayudando a la agregación y condensación de 
proteínas en los gránulos de secreción. Entre otras, se encuentran la convertasas 
PC1/3 (Arnaoutova et al., 2003; Jutras et al., 2000) y PC2 (Assadi et al., 2004). 
Mediante el uso de resonancia magnética nuclear se ha podido resolver la estructura 
del dominio responsable de la clasificación de proteínas a gránulos de secreción en 
PC1/3. Consiste en dos hélices anfipáticas localizadas en el extremo COOH-terminal 
de la proteína (residuos 711-753) que están conservadas desde peces a humanos 
(Dikeakos et al., 2009).  
 
1.1.7.- Tráfico post-Golgi de gránulos de secreción 
Los gránulos de secreción se forman a partir de subdominios específicos del TGN 
que presentan características típicas de balsas lipídicas: zonas ricas en colesterol, 
glucoesfingolípidos y esfingomielina (Dhanvantari y Loh, 2000). En concreto, se ha 
demostrado que el colesterol es crítico para la biogénesis de gránulos (Wang et al., 
2000). Además, estos microdominios del TGN de tipo balsas lipídicas facilitan el 
reclutamiento de abundantes proteínas con funciones granulogénicas. Entre éstas se 
encuentran los receptores de clasificación mencionados anteriormente (Dikeakos y 
Reudelhuber, 2007), así como proteínas que reclutan las proteínas de cubierta y 
regulan su ensamblado (i.e. factores de tethering, quinasas, fosfatasas, chaperonas y 
proteínas adaptadoras) (Lafer, 2002) y proteínas que confieren especificidad tanto en 
el transporte como en el proceso de fusión con las regiones de la membrana 
plasmática especializadas en secreción (i.e. v-SNAREs y GTPasas Rab) (Bonifacino y 
Glick, 2004). Tras su formación, las vesículas de transporte pierden su cubierta 
debido a la inactivación de proteínas Rab particulares y a la activación de enzimas de 
uncoating. Es entonces cuando los complejos proteicos motores anclan las vesículas a 
elementos del citoesqueleto (i.e. microtúbulos) para transportarlas hacia zonas activas 
de exocitosis en la membrana plasmática (Figura 2). El transporte de largo recorrido 
de gránulos de secreción es dependiente de los motores moleculares de asociación a 
microtúbulos, las quinesinas que, en su mayoría, transfieren cargo en dirección 
anterógrada hacia las zonas de secreción, y la dineína citoplasmática, que media el 
movimiento retrógrado. Por otra parte, los trayectos más cortos y precisos que los 
gránulos de secreción presentan cerca de la membrana plasmática son dependientes de 
los motores asociados al citoesqueleto de actina, las miosinas, que son responsables 
de la aproximación final de los gránulos a la membrana (Atkinson et al., 1992; 
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Goldstein y Yang, 2000; Park y Loh, 2008; Sheetz, 1999; Vaughan y Dean, 2006). 
Así pues, tanto la red de microtúbulos como los filamentos de actina contribuyen de 
manera esencial en el transporte de gránulos de secreción. 
Las quinesinas constituyen una gran superfamilia de proteínas con más de 45 
miembros. El miembro de la familia mejor conocido es quinesina-1, que se organiza 
como un heterotetrámero que contiene dos cadenas pesadas (i.e. KHC) y dos cadenas 
ligeras (i.e. KLC). La región NH2-terminal de KHC está altamente conservada entre 
todos los miembros de la familia y es donde se localiza el dominio motor, que incluye 
una región de interacción con microtúbulos y un dominio de unión a ATP. En cambio, 
las quinesinas divergen considerablemente en sus dominios de reconocimiento y 
unión al cargo (revisado en Hirokawa et al., 2010). En el caso concreto de la 
quinesina-1, el dominio de unión al cargo reside en las KLCs (Bowman et al., 2000; 
Verhey et al., 2001). Por su parte, las superfamilia de dineínas comprende dos 
grandes grupos de proteínas: las dineínas ciliares y la dienína citoplasmática. Sólo 
esta última está implicada en el transporte intracelular, dirigiendo cargos de forma 
retrógrada hacia los extremos (-) de los microtúbulos (Pfister et al., 2005). Por tanto, 
la proteína motora reclutada en un momento concreto determina la dirección de 
movimiento de las vesículas a lo largo de los microtúbulos. Este reclutamiento está 
controlado por el estado de fosforilación de diferentes proteínas que, junto con los 
motores, forman parte de los complejos motores moleculares que regulan la 
direccionalidad del transporte vesicular. Por ejemplo, cuando está fosforilada, la 
proteína huntingtina inicia el movimiento anterógrado de vesículas de secreción 
mediado por quinesinas. Por el contrario, cuando huntingtina no se encuentra 
fosforilada se favorece su unión a dineína, lo que conlleva el movimiento retrógrado 
del cargo (Colin et al., 2008). En la mayoría de los casos, los motores moleculares no 
interaccionan directamente con las vesículas de transporte, sino que lo hacen a través 
de proteínas y lípidos intermediarios presentes en la superficie de dichas vesículas. En 
este contexto, se han identificado varios miembros de la familia de GTPasas Rab 
como potentes reguladores del reclutamiento de proteínas motoras. 
 
1.1.8.- Amarre (tethering), anclaje (docking) y fusión de gránulos de secreción 
con la membrana plasmática 
Las vesículas que contienen proteínas cuyo destino es la secreción celular deben 
ser dirigidas a la membrana plasmática de una manera específica y ser ancladas a ésta 
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para que se produzca la fusión y la descarga de su contenido. Este proceso es común 
al que sucede en cualquiera de las etapas de transporte entre dos compartimentos de 
membrana, con algunas particularidades. En una primera etapa del proceso, referida 
como tethering, las vesículas se reúnen en zonas de liberación gracias a la acción de 
proteínas long coiled-coil o multisubunit complexes, que forman uniones físicas 
estables entre las vesículas y la membrana diana. Algunas proteínas long coiled-coil 
se han localizado en estrecha proximidad a la membrana plasmática en neuronas (i.e. 
la familia de proteínas liprina-α) y se ha propuesto que pueden actuar como factores 
de andamiaje que regulan el tráfico vesicular y el ensamblado y maduración de la 
sinapsis (Spangler y Hoogenraad, 2007). Entre los multisubunit complexes, el exocisto 
es el mejor caracterizado hasta el momento (Heider y Munson, 2012). Se ha propuesto 
que el exocisto es responsable de la polarización de la secreción en levaduras, donde 
se localiza en zonas activas de exocitosis en la membrana plasmática (Guo et al., 
1999). De hecho, muchas de las subunidades que forman parte de este complejo se 
han identificado gracias a la generación de mutantes de levadura que acumulan 
vesículas destinadas a la membrana plasmática (Guo et al., 1999). El exocisto de 
levaduras está compuesto por 8 subunidades que presentan estructuras de tipo bastón: 
Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70, y Exo84 (revisado en Hsu et al., 2004; 
Hsu et al., 1996; TerBush et al., 1996). En levaduras, Sec3 es un efector aguas abajo 
de Rho1 y Cdc42, que podría conectar las vesículas de secreción ancladas a los 
filamentos de actina con el complejo del exocisto (Guo et al., 2001; Zhang et al., 
2001). Se piensa que las otras subunidades se ensamblan durante su transporte en 
vesículas de secreción derivadas del complejo de Golgi mediante su interacción con 
Sec4, una GTPasa Rab de levaduras presente en la superficie de estas vesículas (Guo 
et al., 1999). El exocisto de mamíferos (e.g. el complejo Sec6/Sec8) (TerBush et al., 
1996) está compuesto también por 8 subunidades y es crítico para el crecimiento 
polarizado y la secreción (Heider y Munson, 2012). En concreto, el complejo del 
exocisto actúa como un regulador selectivo de la fase de docking de vesículas que 
contienen insulina, controlando su acercamiento y unión a zonas concretas de la 
membrana plasmática (Tsuboi et al., 2005). 
Después de la fase de tethering, las vesículas de secreción entran en la 
denominada fase de docking. Las vesículas que se encuentran en esta etapa se definen, 
en las micrografías electrónicas, como aquellas vesículas que no presentan una 
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distancia medible con respecto a la membrana plasmática (de Wit, 2010; Verhage y 
Sorensen, 2008). La etapa final del ciclo de vida de una vesícula de secreción es su 
fusión con la membrana plasmática. Estudios pioneros sobre la exocitosis de vesículas 
sinápticas demostraron que este proceso está dirigido por 3 grupos de proteínas, 
conocidas como SNAREs. Un grupo, VAMP o sinaptobrevina, fue encontrado en 
asociación con la superficie de la vesícula sináptica, mientras que los otros dos 
grupos, sintaxina y SNAP-25, fueron localizados en la hemicapa interna de la 
membrana presináptica (Sollner et al., 1993). Posteriormente, se propuso que este 
proceso está relacionado mecanísticamente con todos los eventos de fusión de 
membranas intracelulares, dando lugar a la hipótesis SNARE (Rothman, 1994). De 
hecho, hoy en día está ampliamente aceptado que una v-SNARE asociada a la 
superficie de la vesícula de transporte se une específicamente a una t-SNARE de la 
membrana diana, formando así el complejo trans-SNARE que genera la fuerza 
necesaria para promover la fusión de las dos membranas. Este proceso requiere la 
participación de un número importante de proteínas accesorias, que regulan la 
dinámica del complejo trans-SNARE en la zona activa de exocitosis. En células b 
pancreáticas, se ha demostrado que la glucosa provoca un aumento sustancial y 
sostenido de la liberación de insulina debido a un incremento del número de gránulos 
de secreción en fase de docking, resultando en la fusión de 5-40 gránulos/célula/min 
(Wang y Thurmond, 2009). La glucosa induce el remodelado del cortex de actina (i.e. 
F-actina) que, en condiciones basales, actúa como una barrera que impide la 
formación de los complejos SNARE. Se ha propuesto que, tras la estimulación con 
glucosa, la activación de las GTPasas de la familia Rho Cdc42 y Rac1, induce la 
reorganización de la F-actina, lo que permite la interacción de la proteína v-SNARE 
VAMP-2 con la t-SNARE sintaxina-4 y la subsecuente fusión de las vesículas de 
secreción con la membrana plasmática (Wang y Thurmond, 2009).  
 
1.2.- La familia de GTPasas Rab 
 
1.2.1.- Consideraciones generales 
Las proteínas Rab se incluyen dentro de la superfamilia de proteínas GTPasas de 
bajo peso molecular Ras. Como se ha mencionado en los apartados anteriores, las 
proteínas Rab participan en el control de multitud de etapas del tráfico intracelular de 
membranasque tienen lugar durante la ruta de secreción regulada. Además, estas 
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GTPasas también juegan papeles fundamentales en la señalización intracelular, la 
diferenciación y el desarrollodebido a su implicación directa en la regulación de la 
dinámica de las vesículas intracelulares, desde su formación hasta su fusión con la 
membrana diana correcta. Las proteínas Rab controlan la biogénesis de vesículas 
mediante la formación de los multisubunit Rab tethers, complejos reguladores que 
interaccionan con las proteínas de cubierta (i.e. COPI, COPII y clatrina), influyendo 
en su reclutamiento hacia las zonas de evaginación en el compartimento donador y 
definiendo en última instancia la identidad de la vesícula de nueva formación (Angers 
y Merz, 2010). Las proteínas Rab también confieren especificidad en el 
direccionamiento correcto de las vesículas de transporte hacia el compartimento 
aceptor mediante su interacción, directa o indirecta, con motores moleculares, el 
reclutamiento de estos hacia la superficie de las vesículas e incluso la modulación de 
la procesividad del motor molecular a lo largo de la red del citoesqueleto (Echard et 
al., 1998; Hammer y Wu, 2002; Jordens et al., 2001; Kuroda y Fukuda, 2005). 
Finalmente, las GTPasas Rab también participan en los eventos de tethering, anclaje y 
fusión de membranas. Así, se asocian con proteínas v-SNARE y/o t-SNARE para 
formar los complejos trans-SNARE y organizar microdominios competentes para la 
fusión de membranas sobre la membrana aceptora (Wickner y Schekman, 2008). En 
la Figura 2 se ilustra la participación de las proteínas Rab en las diferentes etapas del 
ciclo de vida de una vesícula de transporte intracelular.  
Además de las funciones relacionadas con la dinámica vesicular, las proteínas 
Rab también actúan como intermediarios en la integración de señales extracelulares 
en la maquinaria molecular responsable del tráfico intracelular de membranas 
(Miaczynska et al., 2004). Estas proteínas funcionan como interruptores moleculares 
regulados, puesto que ciclan entre un estado inactivo, en el que la proteína se 
encuentra unida a GDP y normalmente soluble en el citosol, y un estado activo, en el 
que la GTPasa está asociada a GTP, lo que permite su interacción con las membranas 
intracelulares (Pfeffer, 2005; Pfeffer y Aivazian, 2004; Seabra y Wasmeier, 2004). 
Así pues, el control de este ciclo de actividad, que depende de un amplio espectro de 
proteínas relacionadas con la transducción de señal, es clave para conferir 
coordinación espacial y temporal a la respuesta celular. En conjunto, el gran número 
de funciones que cumplen las GTPasas Rab ha hecho que se acepte ampliamente la 
idea de que estas proteínas son constituyentes centrales necesarios para orquestar la 
organización del sistema de endomembranas. Como consecuencia de la gran 
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importancia de estas proteínas en el correcto funcionamiento celular, la alteración de 
la síntesis y/o la actividad de estas GTPasas conllevan el desarrollo de graves (Zerial 
y McBride, 2001). 
Varios análisis genómicos han mostrado que la familia Rab está compuesta por 
11 miembros en la levadura Saccharomyces cerevisiae, mientras que en humanos 
existen más de 60 proteínas Rab diferentes (Colicelli, 2004; Zerial y McBride, 2001). 
El hecho de que haya 6 veces más proteínas Rab en humanos que en levaduras se 
atribuye a la necesidad de cubrir las demandas de especificidad en un sistema de 
tráfico de endomembranas cuyo grado de complejidad ha ido aumentando durante la 
evolución (Dacks y Field, 2004, 2007). De hecho, las diferentes GTPasas Rab se 
localizan en subcompartimentos distintos y, aunque en algunos casos varias proteínas 
Rab se asocian al mismo orgánulo, siempre están segregadas en microdominios 
espacio-temporales específicos (Sonnichsen et al., 2000). La complejidad del sistema 
de proteínas Rab aumenta enormemente cuando se considera su modo de actuación. 
Estas proteínas siempre actúan en conjunción con un amplio rango de proteínas 
accesorias que bien regulan la actividad de las proteínas Rab o son reguladas por la 
activación de éstas. Estas proteínas accesorias, denominadas efectores de proteínas 
Rab, son en última instancia las responsables de traducir la función específica de la 
proteína Rab en la maquinaria molecular que dirige el posicionamiento intracelular de 
vesículas (Stenmark, 2009). En la Figura 4 se representa la localización intracelular 
de las proteínas Rab que han sido identificadas, tomando como modelo una célula 
epitelial e indicando la función atribuida a cada una de ellas. 
 
1.2.2.- Características estructurales y funcionales de las proteínas Rab 
Actualmente se dispone ya de la estructura cristalográfica de 16 GTPasas Rab en 
su conformación activa (i.e. unida a GTP) y 17 en su conformación inactiva (i.e. 
unida a GDP), lo que ha permitido proponer modelos generales sobre la organización 
estructural de estas proteínas (Eathiraj et al., 2005; Lee et al., 2009). Su estructura 
terciaria es muy similar a la estructura de otras GTPasas de la familia Ras y consiste 
en un barril central compuesto por 6 hojas β rodeadas de 5 hélices α. En a1 reside una 
región ampliamente conservada entre todas las GTPasas (Ostermeier y Brunger, 
1999) y que incluye la plataforma de unión a GTP y un elemento de unión a Mg2+, un 
cofactor necesario para que GTP se una con alta afinidad a la GTPasa y para su 
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posterior hidrólisis (Vetter y Wittinghofer, 2001). Otros análisis estructurales han 
definido también dos regiones, denominadas interruptores I y II, que se localizan 
entre los bucles α1/β2 y β3/β4, respectivamente. Estas regiones son críticas para 
conferir especificidad funcional a las proteínas Rab, ya que contactan con el grupo γ-
fosfato del GTP y, junto con la región que se encuentra entre los interruptores, sufre 
cambios conformacionales notables durante la activación de la GTPasa (Dumas et al., 
1999; Stroupe y Brunger, 2000). Dependiendo de la homología que presentan estas 
regiones 
 
Figura 4: Localización y 
función de las proteínas 
GTPasas Rab. Célula 
epitelial con sus diferentes 
rutas de transporte 
intracelular de vesículas y las 
localizaciones de un número 
de proteínas Rab 
seleccionadas. Rab1 se 
localiza en las zonas de salida 
del RE y en el ERGIC y 
media el tráfico vesicular 
entre el Golgi y el RE. 
Rab2se encuentra en el 
ERGIC y, al igual que Rab1, 
podría participar en el control 
del tráfico entre el Golgi y el 
RE. Las proteínas Rab 
asociadas al complejo de 
Golgi, Rab6, Rab33 y Rab40, 
median el tráfico intra-Golgi. 
Rab33, junto con Rab24, 
también regula la formación 
de autofagosomas. Rab8 
media el tráfico vesicular 
correspondiente a la ruta de 
secreción constitutiva entre el 
TGN y la membrana 
plasmática y también 
participa en la translocación de GLUT4 a la superficie celular (junto con Rab10 y Rab14) y en la 
formación de cilios (junto con Rab17 y Rab23). Rab3, Rab26, Rab27 y Rab37 participan en el control 
de diferentes etapas de la ruta de secreción regulada y, en concreto, Rab27 media la translocación de 
melanosomas a la superfice celular. Rab32 y Rab38 están involucradas en la biogénesis de 
melanosomas y Rab32 también controla la fisión mitocondrial. Rab13 regula el ensamblado de las 
uniones estrechas entre células epiteliales. Rab18 controla las dinámicas de gotas lipídicas y gránulos 
de secreción. Rab22 media el tráfico vesicular entre el TGN y los endosomas tempranos y viceversa. 
Rab5, localizada en endosomas tempranos, fagosomas, caveosomas y la membrana plasmática, 
participa en la endocitosis, la macropinocitosis (junto con Rab34) y la maduración de endosomas 
tempranos (con Rab14 y Rab22). Rab21 media la endocitosis de integrinas. Rab11 y Rab35 regulan las 
fases lentas de la endocitosis de reciclaje, mientras que Rab4 controla las fases rápidas. Rab15 está 
involucrada en el tráfico entre endosomas tempranos y endosomas de reciclaje y en el tráfico de 
endosomas de reciclaje desde la membrana apical a las membranas basolaterales. Rab17 y Rab25 
controlan el tráfico de endosomas de reciclaje hacia la membrana apical. Rab7 media la maduración de 
endosomas tardíos y fagosomas y su fusión con lisosomas: Rab9 regula el transporte de endosomas 
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tardíos hacia el TGN. Tomado de Stenmark Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2009. 
 
entre las diferentes proteínas Rab y la estructura terciaria que adoptan, los miembros 
de esta familia se han clasificado en 8 grupos filogenéticos compuestos por proteínas 
Rab relacionadas que presentan conformaciones activas similares (Pereira-Leal y 
Seabra, 2001). Por ejemplo, en Rab5 y Rab22, que pertenecen a la subfamilia V, los 
interruptores I y II adoptan conformaciones terciarias casi idénticas cuando las 
proteínas se activan (Eathiraj et al., 2005). 
La región que exhibe mayor divergencia evolutiva en términos de secuencia 
aminoacídica se encuentra en el dominio COOH-terminal que, en consecuencia, se ha 
denominado dominio hipervariable. Se ha sugerido que este dominio es responsable 
de la localización intracelular de las proteínas Rab (Chavrier et al., 1991). Esta idea 
fue apoyada por primera vez gracias a estudios de fraccionamiento subcelular usando 
una proteína híbrida que contenía los 166 residuos aminoacídicos del extremo NH2-
terminal de Rab2, que localiza en el ERGIC, unidos bien a los 35 aminoácidos del 
extremo COOH-terminal de Rab5, que se dirige a endosomas tempranos, o a los 
últimos 35 aminoácidos del extremo COOH-terminal de Rab7, que se une 
específicamente a endosomas tardíos. Siguiendo esta estrategia experimental se 
mostró que las sustituciones de los extremos COOH eran suficientes para dirigir la 
proteína quimera Rab2/Rab5 y Rab2/Rab7 a endosomas tempranos o tardíos, 
respectivamente (Chavrier et al., 1991). Sin embargo, en estudios posteriores se 
sugirió que el mecanismo responsable de la especificidad de la unión de proteínas Rab 
a sus correspondientes membranas diana es más complejo e incluye, además del 
dominio hipervariable, determinantes localizados en regiones fuera de este dominio 
(Ali et al., 2004; Stenmark et al., 1994). Las marcas singulares del dominio COOH-
terminal de las proteínas Rab son los motivos CC, CXC (i.e. proteínas Rab-CXC) o 
CAAX (i.e. proteínas Rab-CAAX), donde C es cisteína, A es un residuo alifático y X 
puede ser cualquier aminoácido. Las proteínas Rab-CXC, el grupo más abundante, 
sufren una modificación post-traduccional que consiste en la adición covalente de dos 
isoprenoides geranilgeranilo (20 carbonos) a los residuos de cisteína del extremo 
COOH, lo que es necesario para que estas GTPasas se asocien a las membranas 
celulares para llevar a cabo sus funciones específicas (Lane y Beese, 2006; Leung et 
al., 2006). Esta reacción enzimática es catalizada por la geranilgeranil-transferasa de 
tipo II (i.e. RabGGT, también conocida como RGGT), y sólo ocurre cuando las 
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proteínas Rab se encuentran formando complejo con una proteína accesoria conocida 
como Rab escort protein (i.e. REP) (Farnsworth et al., 1994). Se han propuesto dos 
posibles modelos de la prenilación de las proteínas Rab. El primero sugiere que las 
proteínas Rab recién traducidas se unen a REP y, entonces, el complejo es reconocido 
por RabGGT. Tras la adición de los motivos geranilgeranilo a los residuos de cisteína 
del extremo COOH, RabGGT se disocia de REP, quedando el complejo formado por 
la proteína Rab unida a REP. En una hipótesis alternativa, se propone que RabGGT y 
REP formarían complejo antes de su unión a las proteínas Rab. Después de la 
prenilación de la GTPasa, RabGGT se disociaría de REP/Rab, y REP escoltaría a la 
proteína Rab prenilada hacia la membrana diana (Alexandrov et al., 1994; Andres et 
al., 1993; Thoma et al., 2001; Thoma et al., 2001). En el caso de las proteínas Rab-
CAAX, que son menos abundantes que las anteriores (Rab8, Rab13, Rab18, Rab23 y 
Rab38), después de la traducción de la proteína, la RabGGT, en presencia de REP, 
añade un único grupo geranilgeranilo al dominio COOH-terminal. Estas proteínas 
Rab mono-geranilgeraniladas necesitan un paso adicional de procesamiento antes de 
ser dirigidas a sus membranas diana, que consiste en la adición de un grupo metil-
carboxilo en la cisteína prenilada gracias a la acción secuencial de dos 
metiltransferasas localizadas en la membrana de RE (Leung et al., 2007). Aunque las 
proteínas Rab-CXC di-geranilgeraniladas también necesitan ser metiladas para su 
correcto direccionamiento, sólo es necesaria una metiltransferasa de RE para catalizar 
esta reacción (Leung et al., 2007). 
Como se ha mencionado anteriormente, la activación de las proteínas Rab 
mediante el intercambio de GDP por GTP conlleva cambios conformacionales 
importantes en la estructura terciaria de estas proteínas que definen su especificidad. 
Este intercambio de GDP por GTP está catalizado por los factores intercambiadores 
de nucleótidos de guanina (i.e. GEFs), que debilitan la interacción de GDP con la 
proteína Rab y facilitan su liberación y la subsecuente unión de GTP (Vetter y 
Wittinghofer, 2001). La existencia de un gran número de proteínas GTPasas implica 
la existencia consiguiente de GEFs diferentes que aseguren la especificidad del 
proceso. Hasta ahora, todas las GEFs que se han caracterizado comparten marcas 
distintivas en sus secuencias, como dominios del tipo Vsp9, Sec2 o Mss4 (Delprato et 
al., 2004; Mizuno-Yamasaki et al., 2010; Yu y Schreiber, 1995). Con respecto a los 
mecanismos de acción mediante los cuales las GEFs son capaces de facilitar el 
intercambio GDP/GTP, aunque se usan diversas estrategias, en todos los casos la 
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interacción de GEF con la proteína Rab perturba la conformación molecular de los 
interruptores I y II. Este cambio produce la obstrucción estérica de la región de unión 
a Mg2+, esencial para que GDP se una con alta afinidad a la molécula. La elevada 
proporción de GTP/GDP existente en el citosol permite que el GTP se una con 
rapidez a la proteína Rab y la subsecuente activación y translocación de ésta a su 
correspondiente compartimento diana correspondiente. La actividad de las proteínas 
GEF está estrechamente controlada por interacciones proteína-proteína y proteína-
lípido, por su unión a segundos mensajeros o por modificaciones post-traduccionales, 
por lo que estos procesos se consideran claves para la coordinación espacio-temporal 
del transporte de endomembranas mediado por proteínas Rab. Entre la larga lista de 
Rab GEFs descubiertos hasta hoy, se pueden mencionar como ejemplos Mon1, que 
actúa como GEF de Rab7 y de su homólogo en levaduras Ypt7 tras su activación por 
Ccz1 (Nordmann et al., 2010), TRAPP-I, que promueve la activación de Ypt1p en 
levaduras y Rab1 en células de mamífero en la superficie de vesículas de transporte 
entre el RE y el complejo de Golgi (Sacher et al., 2008), Sec2p, que actúa como GEF 
de las proteínas Rab de levadura Ypt32p y Sec4p de manera secuencial en las etapas 
tempranas de la ruta secretora (Mizuno-Yamasaki et al., 2010), y Rabex-5, que activa 
Rab5 en endosomas tempranos, proceso necesario para que se produzca la fusión de 
membranas (Delprato et al., 2004). 
Aunque las proteínas Rab son GTPasas, su capacidad para hidrolizar GTP es de 
hecho muy reducida y, por tanto, requieren la ayuda de un grupo de proteínas 
conocidas como GTPase-activating proteins (i.e. GAPs) para acelerar y hacer 
eficiente este proceso.Las proteínas GAP pertenecen a una familia muy heterogénea 
de proteínas cuyos miembros sólo presentan en común un dominio TBC1, aunque la 
especificidad de sustrato de las enzimas no parece residir en esta secuencia (Barr y 
Lambright, 2010). Se ha sugerido que las proteínas GAP se unen a proteínas Rab 
particulares debido a su localización subcelular específica que puede determinar la 
interacción de las proteínas GAP con proteínas reguladoras concretas. Por ejemplo, 
TBC1D20 es una proteína que se localiza en la membrana del RE y, por ello, sólo es 
capaz de unirse a proteínas Rab presentes en este compartimento (Haas et al., 2007). 
Por otra parte, Gyp7p sólo actúa sobre la proteína Rab de levaduras Ypt7p en la 
presencia de la proteína quinasa Yck3 (Brett et al., 2008). Al igual que las GEFs, las 
GAPs se encuentran también altamente reguladas. Su actividad está estrechamente 
controlada por interacciones con proteínas y lípidos reguladores, por segundos 
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mensajeros y por modificaciones post-traduccionales, lo que pone de manifiesto la 
importancia de estas proteínas en la coordinación de la respuesta celular mediada por 
proteínas Rab (Barr y Lambright, 2010).  
Finalmente, otras proteínas también juegan papeles importantes en la modulación 
de la actividad de las proteínas Rab. Las proteínas denominadas Rab GDP 
dissociation inhibitor (i.e. RabGDI) previenen la liberación de GDP, estabilizando a 
la proteína Rab en su forma inactiva, mientras que los GDI displacement factors (i.e. 
GDF) reconocen a complejos Rab-RabGDI específicos y promueven la liberación de 
GDI y la subsecuente unión de GEF a la proteína Rab (Pfeffer y Aivazian, 2004). En 
cuanto a GDI, sólo se han identificado dos isoformas en células humanas: RabGDI1 
(RabGDIα), cuya expresión está restringida al tejido nervioso, y RabGDI2 
(RabGDIβ), que se expresa de manera ubicua (Alory y Balch, 2001). Las moléculas 
de RabGDI y REP tienen regiones que presentan alta homología de secuencia y, tal 
como se ha explicado, comparten el hecho de que ambas proteínas se unen a proteínas 
Rab inactivas. Sin embargo, mientras que RabGDI presentan alta afinidad por las 
formas preniladas de proteínas Rab-GDP, las proteínas REP sólo interaccionan con 
las formas no preniladas (Goody et al., 2005). Por otra parte, la primera GDF 
identificada fue la proteína de levaduras Yip1, que interacciona con las proteínas Rab 
Ypt1 e Ypt31 (Yang et al., 1998). En estudios posteriores, se han descubierto otros 
miembros de la familia de proteínas Yip. Todas ellas son proteínas transmembrana 
que presentan tanto el dominio COOH-terminal como el NH2-terminal orientados 
hacia el citosol (Calero y Collins, 2002; Calero et al., 2002). Un escrutinio de la base 
de datos genéticos ha identificado 16 posibles Yips en humanos, lo que supone que 
 
Figura 5: Rab escort protein (REP) y 
GDP-dissociation inhibitor (GDI) median 
la asociación de las proteínas Rab con la 
membrana. (a) Intrínsicamente, las 
proteínas Rab son solubles y requieren una 
modificación post-traduccional, que consiste 
en la adición de grupos isoprenoides a sus 
extremos COOH-terminal. Las proteínas 
Rab recién sintetizadas se asocian con REP 
y  forman un complejo estable (1). El 
complejo es sustrato de la enzima 
geranilgeranil transferasa (RabGGT), que 
ancla grupos geranilgeranilo a residuos de 
Cys del extremo COOH de las proteínas 
Rab (2). Después de la transferencia del 
lípido, se propone que REP ayuda a la proteína Rab prenilada a asociarse a la membrana diana (3) y se 
recicla para poder unirse a otras Rabs de nueva síntesis (4). En ausencia de REP o RabGGT, las 
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proteínas Rab se mantienen citosólicas e inactivas. (b) Se piensa que GDI recupera a las proteínas Rab 
de la membrana diana (1) y las mantienen en su estado unido a GDP (inactivo) en el citosol mediante la 
formación de un complejo estable RabGDI/Rab (2). RabGDI transporta a la proteína Rab a la 
membrana donadora (3) y entonces se recicla al citosol (4) de manera que el ciclo puede volver a 
comenzar. Las dos proteínas, REP y GDI, se unen específicamente a las formas de las proteínas Rab 
unidas a GDP. Después de la disociación de la proteína Rab de GDI o REP, factores intercambiadores 
de nucleótidos específicos (GEF) reemplazan GDP por GTP en la molécula, activando así las proteínas 
Rab que reclutan efectores concretos a la vez que se impide el desanclaje de la proteína Rab de la 
membrana diana. Tomado de Seabra et al., Trends Mol. Med., 2002. 
 
cada Yip puede interaccionar con varias proteínas Rab (Pfeffer y Aivazian, 2004). En 
la Figura 5 se muestra un resumen de los factores reguladores de la actividad de las 
GTPasas Rab. 
En cuanto a su función como reguladores del transporte intracelular de cargo, se 
ha sugerido que las proteínas Rab pueden actuar como intermediarios en la 
interacción de la proteína motora con el cargo. Existen numerosos ejemplos de 
proteínas Rab que interaccionan directa o indirectamente con proteínas motoras 
(Hammer y Wu, 2002; Yoshida et al., 2011). Rab27A es, quizás, el miembro de la 
familia de proteínas Rab mejor conocido en relación a su asociación con una proteína 
motora y por su papel en la ruta de secreción. Así, se ha demostrado que Rab27A en 
complejo con Slac2-a/melanofilina recluta a la miosina Va hacia los melanosomas, lo 
que resulta en el anclaje de éstos a filamentos de actina y el mantenimiento correcto 
de su distribución cercana a la periferia celular de los melanocitos (Kuroda et al., 
2005). Además de Slac2-a/melanofilina, Rab27A también se une a otras proteínas 
efectoras, responsables últimas del efecto de Rab27A en la ruta de secreción regulada. 
Concretamente, cuando Rab27A recluta al complejo efector synaptotagmin-like 
protein 4-a (i.e. Slp4-a)/granufilina-A, las células neuroendocrinas PC12 reducen 
dramáticamente su tasa de secreción hormonal (Tsuboi y Fukuda, 2006), mientras que 
cuando Rab27A se une al efector rabfilina, la tasa de secreción aumenta enormemente 
(Tsuboi y Fukuda, 2005). En el caso de Rab3, que se une al motor quinesina a través 
de su interacción con la proteína efectora DENN/MADD (Niwa et al., 2008), se ha 
demostrado que su función es crítica para la ruta de secreción regulada en células 
endocrinas y neuronas, ya que las células β pancreáticas de ratones knock-out de 
Rab3A muestran una secreción de insulina dañada (Yaekura et al., 2003) y la 
sobreexpresión de Rab3A aumenta la tasa de secreción de α-MSH en células 
melanotropas de rata (Rupnik et al., 2007). Sin embargo, en células cromafines 
bovinas se ha mostrado que Rab3A inhibe la exocitosis dependiente de Ca2+ 
(Johannes et al., 1994), lo que sugiere que, aunque diferentes tipos celulares 
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comparten maquinarias moleculares que regulan la ruta de secreción, pequeñas 
diferencias en las moléculas accesorias que interaccionan con los factores comunes 
pueden determinar resultados incluso opuestos en la tasa de secreción neta.  
 
 
1.2.3.- Características estructurales y funcionales de Rab18 
Durante los últimos años, nuestro laboratorio se ha centrado en estudiar las 
características bioquímicas y funcionales de la proteína Rab18, lo que nos ha 
permitido descubrir que, al igual que Rab27A y Rab3A, esta GTPasa también 
participa en la ruta de secreción regulada. Rab18 se clonó inicialmente a partir de 
células AtT20 de hipófisis de ratón en el contexto de una estrategia encaminada a 
clonar los miembros de la familia de proteínas Ran en hipófisis de roedores (Yu et al., 
1993). La secuencia de cDNA aislada codifica para una proteína de 23.5 kDa que 
presenta un dominio consenso de unión a GTP y otros motivos típicos de la familia de 
proteínas Rab (Yu et al., 1993). Los análisis de northen blot mostraron que Rab18 se 
expresa de manera ubicua, aunque su expresión es más prominente en tejidos 
neuroendocrinos, incluyendo el cerebro y la hipófisis (Yu et al., 1993). En 2005, 
Kukimoto-Niino y colaboradores publicaron por primera vez la estructura 
cristalográfica de la proteína Rab18 humana (DOI: 10.2210/ pdb1x3s/pdb; Figura 6), 
lo que confirmó su alta homología estructural con otros miembros de la familia Rab.  
El dominio hipervariable COOH-terminal de Rab18 contiene el motivo 
aminoacídico CAAX, lo que apunta a que esta GTPasa es mono-prenilada por RGGT 
en presencia de REP (probablemente REP-1). Después de la prenilación, Rab18 es 
modificada post-traduccionalmente mediante la adición de grupos carboxil-metilo en 
el dominio hipervariable de la proteína, reacción que tiene lugar en subdominios 
especializados de la membrana del RE enriquecidos en las enzimas metil-transferasas 
Icmt y Rce1 (Leung et al., 2007). Tras la metilación, Rab18 es liberada al citosol 
donde puede comenzar a ciclar entre su conformación citosólica inactiva (unida a 
GDP) y su conformación activa asociada a membrana (unida a GTP). Por analogía 
con los datos obtenidos a partir de otras proteínas Rab de la familia, es razonable 
pensar que el ciclo GDP-GTP de Rab18 esté regulado por proteínas GEFs, GAPs, 
GDIs y GDFs específicas, aunque hasta el momento no se 
ha identificado ninguna de estas proteínas.  
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Figura 6: Estructura cristalográfica de Rab18 humano en complejo con Gppnhp a una 
resolución de 1.32 Å. Estructura obtenida mediante difracción de rayos X a una temperatura de 100 K. 
Kukimoto-Niino et al., DOI:10.2210/pdb1x3s/pdb. 
 
 
En cuanto a la localización intracelular de Rab18, estudios de microscopía 
confocal y electrónica en células epiteliales de riñón detectaron que la inmunoseñal de 
Rab18 se distribuía predominantemente en estructuras tubulo-vesiculares próximas al 
borde en cepillo apical de las células tubulares proximales (Lutcke et al., 1994). Dado 
que estas estructuras eran muy similares a los túbulos apicales densos implicados en 
el reciclaje de la membrana apical y en la transcitosis características de células 
epiteliales, estos autores sugirieron que Rab18 podría estar implicada en la 
endocitosis de reciclaje (Lutcke et al., 1994). Sin embargo, en un estudio posterior 
orientado a caracterizar cómo Salmonella escapa de la ruta lisosomal durante su 
endocitosis en macrófagos se mostró que la bacteria evita la ruta endocítica 
acumulándose en un compartimento especializado enriquecido en Rab18, pero carente 
de marcadores típicos de endosomas tempranos o tardíos, como la transferrina y 
Rab7, respectivamente (Hashim et al., 2000). Más recientemente, estudios llevados a 
cabo en adipocitos, fibroblastos y células neuroendocrinas han sido también incapaces 
de localizar Rab18 en endosomas tempranos o tardíos (Dejgaard et al., 2008; Martin 
et al., 2005; Ozeki et al., 2005; Pulido et al., 2011; Vazquez-Martinez et al., 2007). 
En cambio, Rab18 colocalizó con marcadores de gotas lipídicas en adipocitos 3T3-L1 
(Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005; Pulido et al., 2011), de gránulos de secreción 
en células (neuro)endocrinas PC12, AtT20 y melanotropas (Vazquez-Martinez et al., 
2007), y de los compartimentos cis-Golgi y RE en fibroblastos NRK, Vero y COS7 
(Dejgaard et al., 2008). En conjunto, estas observaciones indican que la localización 
intracelular de Rab18 depende fuertemente del tipo celular considerado, lo que 
sugiere que esta GTPasa puede cumplir distintas funciones que dependen de la 
especialización celular y de su posible interacción con proteínas efectoras diferentes.  
En lo que respecta a la función de Rab18 en la ruta de secreción regulada, un 
análisis genético diferencial que se llevó a cabo en nuestro laboratorio utilizando 
células melanotropas del lóbulo intermedio de la hipófisis de anfibios nos permitió 
aislar el gen que codifica esta proteína en virtud de su expresión preferencial en una 
subpoblación de células que presentan una tasa de secreción hormonal reducida 
(Malagon et al., 2005). Por otra parte, los estudios de localización subcelular de 
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Rab18 en líneas celulares (neuro)endocrinas, como las células PC12 y AtT20, así 
como las células melanotropas productoras de α-MSH, mostraron que la GTPasa se 
encuentra principalmente difusa en el citosol en condiciones basales, mientras que 
tras la estimulación específica de la actividad secretora celular, la proteína colocaliza 
con los marcadores específicos de gránulos de secreción SgII, CgA y el neuropeptido 
Y (NPY). Sin embargo, no se consiguió observar colocalización de Rab18 con 
Rab3A, que, como se ha comentado previamente, modula la exocitosis mediante su 
asociación a vesículas secretoras durante la fase de docking (Fischer von Mollard et 
al., 1991; Holz et al., 1994; Johannes et al., 1998; Johannes et al., 1994; Martelli et 
al., 2000; Regazzi et al., 1996; Schluter et al., 2004). A partir de estos datos, 
sugerimos que Rab18 cicla entre el citosol y la superficie de una población discreta de 
gránulos de secreción en respuesta a la activación de la ruta de secreción regulada 
(Vazquez-Martinez et al., 2007). La distribución intracelular de mutantes de Rab18 
confirmó esta idea. Asi, mediante mutagénesis dirigida construimos dos mutantes de 
Rab18 que presentan sustituciones de aminoácidos específicos en la plataforma de 
unión a GTP, un mutante, Rab18(S22N), es deficiente en la unión de GTP y por lo 
tanto, constitutivamente inactivo, mientras que el segundo, Rab18(Q67L), es incapaz 
de hidrolizar GTP incluso con la ayuda de GAPs y, como consecuencia, está activado 
de manera constitutiva. Experimentos de transfección de células PC12 y AtT20 con 
las proteínas mutantes demostraron que el mutante constitutivamente activo 
Rab18(Q67L) se encontraba unido a gránulos de secreción en condiciones basales y 
estimuladas, mientras que el mutante constitutivamente inactivo Rab18(S22N) 
permanecía en el citosol incluso tras la estimulación de la secreción hormonal 
(Vazquez-Martinez et al., 2007). En definitiva, al igual que ocurre para otras 
proteínas Rab, el intercambio de GDP por GTP en Rab18 se requiere estrictamente 
para que tenga lugar la translocación de la GTPasa a su compartimento diana.  
Una importante observación para comprender el papel específico de Rab18 en 
células (neuro)endocrinas fue que la translocación de la proteína a gránulos de 
secreción estaba acompañada de una reducción de la respuesta secretora de las células 
a estímulos extracelulares. En concreto, cuando Rab18 silvestre o el mutante 
constitutivamente activo eran sobreexpresados en células PC12, la tasa de secreción 
de dopamina en respuesta a un pulso despolarizante de K+ resultó significativamente 
menor que en las células control (Vazquez-Martinez et al., 2007). Este efecto 
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inhibitorio se observó también a nivel de células individuales mediante el uso de un 
marcador específico del ciclo exocítico-endocítico, el fluoróforo FM5-95 (Brumback 
et al., 2004; Cochilla et al., 1999).  
En el caso de las células AtT20 productoras de ACTH, la sobreexpresión de 
Rab18 también provocó una inhibición de la tasa de secreción en respuesta al 
secretagogo hipotalámico CRH, efecto cuantificado a nivel de población mediante 
ELISA para ACTH y a nivel de células individuales mediante la medida de la 
internalización de FM5-95 (Vazquez-Martinez et al., 2007). En conjunto, estos datos 
son consistentes con la idea de que la interacción de Rab18 con gránulos de secreción 
podría actuar como un freno molecular en el tráfico de gránulos para controlar la 
cantidad de producto liberado en respuesta a señales extracelulares estimuladoras de 
la ruta de secreción regulada. En línea con estas observaciones, experimentos de 
video-microscopía en células vivas revelaron que las vesículas asociadas a Rab18 
presentaban una movilidad reducida en comparación con el movimiento medio de la 
población de gránulos de secreción. Específicamente, en células transfectadas con 
NPY fusionado con GFP, la mayoría de los gránulos que contienen el péptido de 
secreción mostraban recorridos largos (> 2 µm) y dirigidos (movimiento 
anterógrado), mientras que en las células transfectadas con Rab18, los gránulos 
positivos para la GTPasa presentaban trayectorias cortas (< 2 µm) y restringidas a una 
región intracelular concreta (Vazquez-Martinez et al., 2007). Estos datos sugieren que 
la presencia de Rab18 en la superficie de gránulos de secreción afecta al transporte de 
gránulos de secreción. Rab18 podría llevar a cabo esta función mediante la 
modulación de la actividad de proteínas motoras por la interacción directa o indirecta 
con estas proteínas y la formación de complejos junto con proteínas efectoras aún 
desconocidas que determinaran, en última instancia, la capacidad de transporte de las 
proteínas motoras. De hecho, se ha demostrado que otros miembros de la familia de 
proteínas GTPasas Rab afectan a la ruta secretora mediante mecanismos similares. 
Por ejemplo, se ha mostrado que Rab6 se asocia al motor dependiente de 
microtúbulos Rabkinesin-6, promoviendo así la transferencia de vesículas entre el 
complejo de Golgi y el RE (Echard et al., 1998), Rab4A interacciona con la cadena 
ligera de la dineína y modula su actividad (Bielli et al., 2001) y Rab27A se une a la 
proteína efectora melanofilina, lo que determina su interacción con el motor 
dependiente de actina, miosina Va, para promover la secreción de los melanosomas 
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(Fukuda et al., 2002).  
Como se ha mencionado anteriormente, otras proteínas Rab modulan el proceso 
de exocitosis dependiente de Ca2+ en células (neuro)endocrinas, gracias a su 
interacción directa con vesículas de secreción. Concretamente, Rab27A promueve la 
secreción estimulada en células PC12 (Fukuda et al., 2002), mientras que Rab3A 
(Fischer von Mollard et al., 1991; Johannes et al., 1998; Johannes et al., 1994) y 
Rab11 (Khvotchev et al., 2003) regulan negativamente la secreción en neuronas. 
Rab3A también inhibe la liberación de gránulos de secreción en células β 
pancreáticas (Regazzi et al., 1996) y en células cromafines de la médula adrenal (Holz 
et al., 1994). Sin embargo, aunque Rab3A y Rab18 se co-expresan en células 
(neuro)endocrinas y parecen cumplir funciones similares, restringiendo la liberación 
de gránulos de secreción, no se encuentran presentes en la misma población de 
gránulos de secreción, lo que apoya la idea de que estas dos GTPasas actúan en 
diferentes etapas del proceso secretor. Rab3A se ha encontrado en la superficie de 
gránulos que se localizan muy cerca de la membrana plasmática, lo que sugiere que 
esta GTPasa participa en las etapas finales de la ruta de secreción (i.e. anclaje y/o 
fusión de gránulos con la membrana plasmática) (Martelli et al., 2000; Schluter et al., 
2004). Por su parte, el análisis ultraestructural de gránulos positivos para Rab18 
reveló que estos se localizan a cierta distancia de la membrana plasmática, por lo que 
es improbable que estos gránulos se encuentren en fase de anclaje o fusión y, por 
tanto, Rab18 participaría en etapas tempranas de la ruta de secreción (Vazquez-
Martinez et al., 2007). Sin embargo, hoy en día se desconocen los mecanismos 
mediante los cuales Rab18 modula negativamente el transporte de gránulos de 
secreción y, por tanto, la secreción hormonal.  
 
1.2.4.- Las proteínas Rab en enfermedades humanas 
Existen cada vez más evidencias experimentales que relacionan disfunciones en 
la producción y/o actividad de proteínas Rab o sus proteínas efectoras con la aparición 
de ciertas enfermedades. El síndrome de Griscelli (i.e. GS) de tipo 1 fue la primera 
enfermedad humana que se relacionó directamente con una proteína Rab, en concreto, 
con la aparición de un mutante no funcional de Rab27A (Menasche et al., 2000). Esta 
enfermedad es un desorden autosomal recesivo que resulta en la dilución del 
pigmento melanina en la piel y el pelo, debido a la acumulación de los melanosomas 
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en los melanocitos, y en diferentes grados de inmunodeficiencia, causados por la 
activación descontrolada de células T y macrófagos (Menasche et al., 2000). Otro tipo 
de síndrome de Griscelli, el GS de tipo 2, es consecuencia de una mutación en el 
efector de Rab27A miosina Va. Estos pacientes presentan defectos neurológicos 
primarios, pero, a diferencia de los pacientes con GS de tipo 1, muestran una función 
inmunológica normal (Menasche et al., 2000). Otra enfermedad humana relacionada 
con proteinas Rab es la neuropatía de Charcot-Marie-Tooth de tipo 2B. Es un 
desorden autosomal dominante caracterizado por pérdida sensorial, debilidad en los 
músculos distales y frecuentes infecciones en los pies y los dedos de los pies (Young 
y Suter, 2003). Hoy en día, se han identificado 4 mutaciones diferentes en el gen de 
Rab7 asociadas a esta enfermedad. Todas ellas dan lugar a proteínas Rab7 mutantes 
constitutivamente activas que son incapaces de hidrolizar GTP, lo que conlleva 
alteraciones graves en el transporte axonal retrógrado y, en particular, en el tráfico de 
neurotrofinas y la señalización mediada por ellas (Cogli et al., 2009).  
Las mutaciones en proteínas reguladoras de la actividad de las GTPasas Rab 
también suponen cambios profundos en el funcionamiento celular. Por ejemplo, 
mutaciones de pérdida de función de la proteína REP-1 provocan la aparición de la 
coroidoremia, un tipo de degeneración retinal asociada al cromosoma X y 
caracterizada por un exceso de Rab27A no prenilada en las células epiteliales 
pigmentarias de la retina (Seabra, 1996). Por su parte, mutaciones en la proteína 
RabGDIa se han relacionado con la aparición de retraso mental no específico 
asociado al cromosoma X (D'Adamo et al., 1998). Este mutante conduce a una 
reducción anormal del reciclaje de Rab3A en la sinapsis, lo que provoca serios 
defectos en la liberación de neurotransmisores que afectan gravemente al desarrollo 
del sistema nervioso central (D'Adamo et al., 1998). La proteína RabGGT también se 
han relacionado con una enfermedad en humanos. Concretamente, una mutación en la 
subunidad a causa el síndrome de Hermansky-Pudlak, un desorden autosomal 
recesivo raro caracterizado por la aparición de albinismo, frecuente sangrado y 
acumulación de lipofucsina en lisosomas (Huizing et al., 2000).  
La expresión alterada de proteínas Rab también ha sido asociada con diferentes 
tipos de cáncer. Por ejemplo, la expresión de Rab3 se encuentra elevada en ciertos 
tumores del sistema nervioso y tejidos neuroendocrinos (Culine et al., 1992), así 
como en insulinomas (Lankat-Buttgereit et al., 1994), el nivel de expresión de Rab5 
parece estar proporcionalmente relacionado con el grado de malignidad y metástasis 
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del adenocarcinoma de pulmón (Li et al., 1999), mientras que los niveles de Rab20 se 
encuentran anormalmente elevados en carcinomas pancreáticos (Amillet et al., 2006). 
Rab25 es quizás el miembro de la familia de proteínas Rab mejor conocido en cuanto 
a su implicación en cáncer. Se han detectado niveles muy elevados de transcritos de 
Rab25 en diversos tipos de cáncer epitelial, como tumores de ovario y mama 
(Agarwal et al., 2009; Cheng et al., 2004). Además, la expresión de Rab25 en estos 
tejidos también está relacionada con el grado de agresividad y progresión del cáncer. 
Se ha propuesto que la interacción directa de Rab25 con la proteína de adhesión 
integrina es la causa molecular que conduce a una mayor capacidad de invasión por 
parte de estas células tumorales (Cheng et al., 2004; Subramani y Alahari, 2010). 
En lo que respecta a Rab18, varios análisis de microarray han mostrado que la 
expresión del gen está desrregulada en tumores neuroendocrinos gastrointestinales 
(Hofsli et al., 2005), adenocarcinoma de próstata (True et al., 2006), cáncer de mama 
(Yan et al., 2008) y adenocarcinoma de páncreas (Kalinina et al., 2010). Estos 
descubrimientos sugieren que Rab18 podría constituir una diana valiosa para diseñar 
herramientas de diagnóstico, pronóstico o terapia para estos tipos de cáncer. Sin 
embargo, estos estudios no profundizan en la caracterización de la relación específica 
de Rab18 con la patofisiología de los tumores. Como se ha comentado en apartados 
anteriores, en nuestro laboratorio se ha demostrado que Rab18 modula negativamente 
la actividad secretora de células (neuro)endocrinas. Por tanto, se podría prever que 
alteraciones en la expresión y/o en la actividad de esta GTPasa podrían suponer 
alteraciones en el proceso secretor, similares a las que ocurren en muchos desórdenes 
endocrinos caracterizados por la hipersecreción de una hormona determinada. Este es 
el caso de la acromegalia, una patología hipofisaria asociada a niveles anormalmente 
elevados de la hormona del crecimiento (i.e. GH) en plasma (Melmed et al., 2002). 
En nuestro laboratorio, hemos demostrado recientemente que los niveles elevados de 
GH en plasma que presentan los pacientes con acromegalia no sólo se derivan de la 
hiperplasia de la población hipofisaria de células somatotropas, sino que también son 
consecuencia de una alteración de la actividad secretora de las células somatotropas 
(Vazquez-Martinez et al., 2008). Estos datos nos condujeron a sugerir que las 
alteraciones patológicas que provocan la hipersecreción de GH podrían derivar de 
fallos intrínsecos en componentes moleculares relacionados con la ruta de secreción 
regulada. De hecho, todos los tejidos de pacientes con acromegalia que fueron 
analizados en este estudio presentaban niveles de expresión de Rab18 anormalmente 
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reducidos en comparación con lo observado en muestras de hipófisis sanas o de 
pacientes con adenomas hipofisarios no funcionantes que presentaban niveles 
normales de GH circulante. Estos resultados sugieren que la carencia de Rab18 puede 
ser una de las causas que desencadenan la actividad hipersecretora de las células 
somatotropas en este tipo de tumores. Curiosamente, experimentos de doble 
inmunocitoquímica y microscopía electrónica revelaron que la proporción de gránulos 
de secreción positivos para Rab18 en células somatotropas de pacientes con 
acromegalia era significativamente menor que en las somatotropas procedentes de 
pacientes con adenomas no funcionantes. De acuerdo con estas observaciones, el 
contenido de Rab18 medido por inmunofluorescencia y microscopía confocal también 
resultó menor en células somatotropas individuales de muestras de acromegalia. Más 
aún, la actividad hipersecretora mostrada por estas células tumorales se consiguió 
revertir sustancialmente gracias a la sobreexpresión de Rab18, lo que apunta a que la 
modulación de la producción de esta GTPasa puede representar un punto de control 
importante en el proceso de secreción hormonal de estas células. En conjunto, todos 
estos resultados sugerían que la expresión reducida de Rab18 en células tumorales 
secretoras de GH podría resultar en una pérdida parcial del control que ejerce la 
GTPasa sobre los mecanismos moleculares responsables de retener una población 
particular de gránulos de secreción y prevenir la secreción de su contenido, apoyando 
la relevancia de esta proteína en la función normal de las células neuroendocrinas. 
Recientemente, se ha identificado una mutación que conlleva la pérdida de 
función de Rab18 asociada a la enfermedad autosomal recesiva Micro síndrome de 
Warburg (Bem et al., 2011). Curiosamente, esta enfermedad también puede aparecer 
como consecuencia de la pérdida de actividad de dos GAPs específicas de Rab3, 
Rab3GAP1 y Rab3GAP2, por lo que se ha sugerido que puede existir una relación 
funcional entre estas dos proteínas (Bem et al., 2011). En nuestros estudios previos, 
demostramos que los gránulos que contienen Rab18 no presentan Rab3 en su 
superficie y viceversa (Vazquez-Martinez et al., 2007). Sin embargo, Rab3 y Rab18 
presentan similitudes en cuanto a su función. Cuando ambas GTPasas están en su 
conformación activa, se unen a gránulos de secreción, lo que se traduce en una 
disminución neta de la capacidad de respuesta celular a estímulos secretores (Fischer 
von Mollard et al., 1991; Johannes et al., 1998; Johannes et al., 1994; Vazquez-

























El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido el análisis de los 
mecanismos moleculares que subyacen en la función de Rab18 en relación a la ruta de 
secreción regulada en células neuroendocrinas, así como la identificación de las 
proteínas, reguladoras y efectoras, que interaccionan con esta GTPasa y que traducen 
su acción en el control de etapas concretas del proceso secretor. Para conseguir este 
objetivo general, planteamos los siguientes objetivos específicos: 
 
 
1.- Determinar la dinámica de movilización de los gránulos de secreción que 
incorporan Rab18 en su superficie. 
2.- Analizar los mecanismos moleculares regulados por Rab18 y responsables de la 
disminución de la movilidad de los gránulos de secreción, así como la 
implicación de la red del citoesqueleto y de los motores moleculares en este 
proceso. 
3.- Identificar las proteínas que interaccionan con Rab18 y su participación en la 
regulación de la actividad de la GTPasa y/o en el control del movimiento de los 
gránulos de secreción. 
4.- Investigar la regulación fisiopatológica de Rab18 y de componentes específicos de 























3.- MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1. Material biológico. 
 
3.1.1. Animales y obtención de tejidos. 
Para llevar a cabo la clonación de los genes de interés (Rab18 y DBNDD2), se 
utilizaron tejidos procedentes de ratones adultos de la cepa C57BL/6 y ratas Wistar 
adultas (Servicio de Experimentación Animal, Universidad de Córdoba). Los 
animales fueron sacrificados por decapitación, siguiendo las normas y 
recomendaciones de manipulación y sacrificio  de los animales, del Comité de 
Bioética de la Universidad de Córdoba. Tras el sacrificio de los animales, se 
obtuvieron los distintos tejidos mediante disección, que se introdujeron en criotubos y 
se conservaron a -80º C hasta su procesamiento. 
 
3.1.2. Líneas y cultivos celulares. 
En el presente trabajo, se han utilizado dos líneas celulares: células PC12  
(feocromocitoma de rata) y la línea celular COS7 (fibroblastos de riñón de mono), 
amablemente cedidas por los Drs. Eduardo Muñoz-Blanco y Marco Calzado (Sección 
de Inmunología del Departamento de Biología Celular, Fisiología e Inmunología, 
Universidad de Córdoba). La línea celular PC12 fue cultivada en medio DMEM 
conteniendo glucosa 4.5 g/l y suplementado con L-glutamina 2 mM, solución 
antibiótica-antimicótica al 1% (v/v), suero fetal bovino al 5% (v/v) y suero de caballo 
(Gibco, Madrid, España) al 10% (v/v). Las células COS7 fueron cultivadas en medio 
DMEM suplementado con 4.5 g/l de glucosa, L-glutamina 2 mM, solución 
antibiótica-antimicótica al 1% (v/v), piruvato sodico 0.1 mM y suero fetal bovino al 
10% (v/v). 
Los cultivos de mantenimiento de las dos líneas celulares se realizaron en 
botellas de cultivo de 75 cm2 (TPP, Trasadingen, Suiza) y se despegaron (una vez a la 
semana en el caso de las células PC12 y dos a tres veces por semana para la línea 
COS7) utilizando una solución comercial conteniendo tripsina 0.5 g/l y EDTA 0.2 g/l 
(Sigma-Aldrich, Madrid, España). Las células así obtenidas se sembraron en 
diferentes soportes según la finalidad del experimento en cuestión. 
Así, para la línea celular PC12, las células utilizadas para microscopía confocal y  
de fluorescencia se sembraron a una densidad de 20,000 células/cm2 sobre 
cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diámetro tratados con poli-L-lisina 100 µg/ml 
(Sigma-Aldrich, Madrid, España), que fueron colocados en placas de 6 pocillos 
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(TPP). Por su parte, las células utilizadas para obtener extractos proteicos se 
sembraron a una densidad de 250,000 células/pocillo en placas de 6 pocillos (TPP). 
En el caso de la línea celular COS7, las células se sembraron a una densidad de 4,000 
células/cm2 en cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diámetro que habían sido 
previamente tratados con poli-L-lisina 100 µg/ml (Sigma-Aldrich, Madrid, España). 
Los cubreobjetos fueron colocados en placas de 6 pocillos (TPP), que se procesaron 
con posterioridad para realizar estudios de microscopía de fluorescencia. 
 
3.1.2.1. Transfección de cultivos celulares. 
Para los experimentos de transfección destinados a estudios de microscopía 
confocal, las células se sembraron en cubres de vidrio de 25 mm de diámetro (20,000 
celulas/cm2) que habían sido previamente tratados con poli L-lisina, colocándose cada 
cubre en una placa de 35 mm de diámetro conteniendo 1 ml de medio de cultivo. La 
introducción de vectores plasmídicos de expresión se llevó a cabo mediante 
transfección con el reactivo Lipofectamine 2000 siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Las células se transfectaron 2 ó 3 días después de su siembra,, cuando el 
cultivo alcanzó una densidad aproximada del 70%, usando 1 mg de ADN plasmídico 
y 3 µl de Lipofectamine 2000 por cada placa. La transfección se realizó en medio 
OptiMEM (Gibco, Madrid, España) y la mezcla se mantuvo toda la noche. 
Transcurrido este tiempo, se inició el procesamiento de las muestras para la aplicación 
de la técnica de inmunocitoquímica.   
En apartados posteriores se indican las estrategias de biología molecular 
aplicadas para la obtención de los vectores de expresión utilizados en el presente 
estudio así como los vectores proporcionados por otros investigadores. 
 
3.2. Estudios de localización intracelular mediante microscopía de fluorescencia. 
La distribución intracelular de las proteínas investigadas en este estudio en 
células PC12 o COS7 se analizó mediante microscopía confocal de fluorescencia, 
aplicándose en algunos casos técnicas de inmunofluorescencia para la detección de 
proteínas endógenas o proteínas exógenas que no tenían un marcador fluorescente 
incorporado en el vector de expresión correspondiente.   
Los estudios de inmunocitoquímica se llevaron a cabo tanto sobre células 
transfectadas siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior, o sobre 
células no transfectadas, que fueron procesadas directamente tras 2 ó 3 días de 
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cultivo. En todos los casos, y previamente a la realización de la inmunocitoquímica, 
las células se lavaron tres veces con tampon PBS [PBS 0.01 M, pH 7.4] durante 5 min 
a temperatura ambiente. A continuación, las celulas se fijaron con paraformaldehído 
al 4% (m/v) en tampón PBS durante 15 min, seguido por tres lavados con tampón 
PBS. Se incubaron los cubres en las placas con tampón de bloqueo [PBS conteniendo 
Triton X-100 al 0.3% (v/v) y BSA al 1% (m/v)] durante 1 h y, posteriormente, con el 
anticuerpo primario diluido en tampon PBS conteniendo Triton X-100 al 0.3% (v/v) y 
BSA al 0.5% (m/v) durante toda la noche a 4º C. Al dia siguiente, las células se 
lavaron tres veces con tampón PBS para eliminar el exceceso de anticuerpo primario 
no unido. A continuación, las células se incubaron con el anticuerpo secundario 
apropiado conjugado con el fluorocromo Alexa 488 ó 594 diluido en PBS 
conteniendo Triton X-100 al 0.3% (v/v) y BSA al 0.5% (m/v) durante 2 h a 
temperatura ambiente. En el caso de que se utilizaran dos anticuerpos primarios 
diferentes en un mismo pocillo para realizar estudios de colocalizacion, en este paso 
se incubaron con los dos anticuerpos secundarios apropiados, teniendo en cuenta 
siempre que fueran compatibles tanto entre sí como con los primarios utilizados. Tras 
esta incubación, se hicieron tres lavados con PBS y los cubreobjetos conteniendo las 
celulas inmunoteñidas se montaron sobre un portaobjetos utilizando PBS:Glicerol 
(1:1) como medio de montaje. En la Tabla 1 se presentan los anticuerpos primarios 
usados y la concentración final de uso. 
Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados en los estudios de inmunocitoquímica 
Nombre Origen Dilución Proporcionado por 
Anti-Rab18 Conejo 1:500 Sigma-Aldrich (Madrid, España) 
Anti-LAMP1 Ratón 1:100 Assay Designs (Madrid, España) 
Anti- cMyc Ratón 1:500 Cell Signaling Technology (Massachusetts, EEUU) 
Anti-GDI2 Conejo 1:100 ProreinTech (Chicago, EEUU) 
Anti-HTT Cabra 1:500 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
Anti-cMyc Ratón 1:750 AbD Serotec (Münsterst, Alemania) 
Anti-β-actina Ratón 1:1,000 Sigma-Aldrich (Madrid, España) 
Anti-SYT4 Cabra 1:100 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
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Para los estudios de colocalización intracelular mediante microscopía fue 
necesario la urilización de diferentes vectores de expresión que fueron amablamente 
cedidos por diferentes investigadores. En la Tabla 2 se resumen los vectores cedidos 
con el proteina de interés y el gen reportero, y las personas que los cedieron.    
 
Tabla 2: Vectores de expresión utilizados en los estudios de localización intracelular. *Se indica la 
posición en la que se localiza la proteína de interés con respecto al gen reportero. 
 
Nombre Vector Tag y posición* Proporcionado por 
HTT pCMV-Neo-Bam No 
Dr. Jordi Alberch (Universidad de 
Bercelona, España) 
pEYFP-1301-17Q peYFP YFP  (3’) Dr. Frederic Sadou (Institut Curie 
Francía) 
cMyc-P150Glued PCDNA3 cMyc (3’) Dra. Erika Holzbaur (Universidad de 
Pennsylvania, EEUU) 
CFP-KLC pmCFP mCFP (3’) Kristen verhey (Universidad de 
Michigan, EEUU) 
cMyc-Pallidin PCDNA3.1 cMyc (3’) Dr. Juan S. Bonifacino, ational Institutesof Health, Bethesda, 
EEUU 
KIF5C-GFP pEGFPC3 GFP (3’) Dra. Michelle Peckham, Universidad 
de Leeds, Reino Unido 
 
3.3. Estudios de movimiento intracelular mediante video microcopia de 
fluorescencia en tiempo real. 
Para ver el posible efecto de Rab18 sobre la dinámica de   movimiento de los las 
proteínas motoras y los gránulos de secreción en respuesta a estímulo con KCl,  se 
utilizó la video-microscopía en tiempo real sobre células vivas PC12 y COS7 y se 
monotorizaron las células transfectadas con el vector de expresión de NPY-GFP o la 
proteína motora GFP-KIF5C. Así, se transfectaron las células con DsRed-Rab18 o la 
proteína DsRed-GDI2, y se analizó el patrón de de movimiento de las vesículas de 
secreción con NPY-GFP o de la proteína motora KIF5C antes y tras un pulso 
despolarizante de K+. Las células transfectadas se visualizaron en un microscopio 
invertido Nikon Eclipse TE 2000 E (Nikon, Tokio, Japón), acoplado a una cámara 
Hamamatsu ORCA II BT (Hamamatsu City, Japón), controlado con el programa 
MetaMorph (Universal Imaging Corp., West Chester, PA, EEUU). Se tomaron 
imágenes cada 3 segundos de acoplada a la proteína de interés, de manera que se 
cogieron imágenes durante 150 s antes de hacer un tratamiento con KCl 53 mM (50 
imágenes) y otras 50 imágenes tras el tratamiento. También se hizo una imagen de 
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referencia de la transfección con Dsred-Rab18 o DsRed-GDI2. Las imágenes se 
procesaron con el programa DIATRACK (Semasopht, North Epping, Australia) de 
que analizaron los parámetros de movimientos de las vesículas; velocidad, coeficiente 
de difusión y la trayectoria. 
 
3.4. Estudios bioquímicos mediante Western blotting. 
 
3.4.1. Obtención de extractos proteicos. 
Para el análisis de proteínas mediante western blotting se obtuvieron extractos de 
los cultivos celulares utilizando tampón de extracción RIPA [Tris-HCl 50 mM, NaCl 
150 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1% (v/v), deoxicolato sódico 1% (m/v), SDS 
0.1% (m/v), pH 7,4] suplementado con inhibidores de proteasas (PMSF 0.1 mM, 
quimostatina 5 µg/ml, leupeptina 5 µg/ml, antipaina 5 µg/ml, pepstatina A 5 µg/ml). 
Los cultivos celulares se lavaron dos veces con PBS 0.01 M pH 7.4 para eliminar 
restos de medio de cultivo y las células se rasparon en un volumen adecuado de 
tampón de extracción (entre 50 y 100 µl). Posteriormente, los homogenados se 
incubaron durante 30 min en hielo y se sometieron a sonicación durante 2 min. 
Finalmente, los homogenados se centrifugaron a 9,000 x g durante 5 min a 4º C para 
eliminar restos celulares y los sobrenadantes se conservaron a -20º C hasta su análisis. 
Todos los lavados e incubaciones se realizaron sobre hielo para minimizar la 
degradación de las proteínas.  
 
3.4.2. Fraccionamiento proteico mediante centrifugación. 
Para el aislamiento de las fracciones celulares citosólica y de membrana de 
células PC12, se adaptó el método descrito por Yang y colaboradores basado en la 
centrifugación a equilibrio de gradientes continuos de sacarosa (Yang et al., 2001). 
Así, células PC12 crecidas a confluencia en placas de 10 cm de diámetro se rasparon 
en 1.5 ml de tampón de lisis (Sacarosa 250 mM, HEPES 4 mM, EDTA 1.5 mM, pH 
7.4) conteniendo inhibidores de proteasas, y se lisaron en un homogeneizador vidrio-
vidrio durante 30 s. La homogeneización se completó haciendo pasar el lisado 20 
veces a través de una aguja 25-G. Los núcleos y las células no lisadas se eliminaron 
mediante centrifugación a 800 x g durante 10 min a 4º C. La pella resultante se 
resuspendió en 1.5 ml de tampón de lisis y se volvió a centrifugar en las mismas 
condiciones. 
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A continuación, los sobrenadantes de las dos centrifugaciones se juntaron y se 
centrifugaron a 1,000 x g durante 10 min a 4º C. El sobrenadante post-nuclear así 
obtenido (fracción PNS) se centrifugó a 165,000 x g durante 2 horas a 4º C en un 
rotor SW60 (Beckman Coulter) para obtener la fracción cruda de membrana en la 
pella (fracción P165) y la fracción citosólica en el sobrenadante (fracción S165). La 
pella fue resuspendida en 150 µl de tampón de lisis y la distribución de las distintas 
proteínas en las tres fracciones (PNS, S165 y P165) fue analizada mediante Western 
blotting utilizando 50 µg de proteína para cada una de las fracciones. 
 
3.4.3. Precipitación de proteínas mediante el método Cloroformo/ Metanol. 
La precipitación de proteínas mediante el método cloroformo/metanol, utilizada 
en diferentes experimentos, permite la eliminación de restos de sales y detergentes de 
la muestra. Para ello, y por cada 100 µl de muestra, se añaden por orden sucesivo 400 
µl de metanol, 100 µl de cloroformo y 300 µl de agua, mezclando siempre mediante 
vortex tras cada paso. La mezcla se centrifuga durante 1 minuto a 14,000 g y se 
elimina la capa acuosa superior. Posteriormente, se añade de nuevo 400 µl de metanol 
y se centrifuga 2 minutos a 14,000 g. Finalmente, se eliminan los restos de metanol y 
se deja secar la pella a temperatura ambiente. La pella se resuspende en 40 µl de 
tampón de carga 1.5 X para su posterior análisis por Western blotting. 
 
3.4.4. Electroforesis desnaturalizante y electrotransferencia. 
Tras la obtención de los diferentes extractos y fracciones proteicas, se determinó 
la concentración de proteína total en los mismos por el método de Bradford 
(Bradford, 1976), mezclando 50 µl de NaOH 50 mM con 2 µl de muestra y 1 ml del 
reactivo de Bradford. Tras 10 minutos de incubación a temperatura ambiente y en 
oscuridad, se determinó el valor de densidad óptica (DO) a 590 nm mediante 
espectrofotometría. La cantidad total de proteína del extracto se determinó utilizando 
este valor en una recta patrón. 
Posteriormente, las muestras se prepararon para su separación electroforética 
mezclando cuatro volúmenes del extracto proteico y un volumen de tampón de carga 
5 X [Tris-HCl 500 mM, SDS 7.5 % (m/v), EDTA 10 mM, sacarosa 50% (m/v), β-
mercaptoetanol 5% (v/v), DTT 250 mM, azul de bromofenol 5 mg/ml, pH 6.8], se 
hirvieron durante 5-10 min para desnaturalizar las proteínas de la muestra y, 
finalmente, se centrifugaron a 8,000 x g durante 5 min a 4º C para eliminar restos 
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insolubles. Una vez preparado el extracto proteico, en torno a 75 µg de proteína se 
sometieron a electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
utilizando el sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Madrid, 
España). 
Dependiendo del peso molecular de la proteína a estudiar, la electroforesis se 
realizó en un gel con un porcentaje de poliacrilamida del 7.5, 10 ó 12.5%. La 
migración se llevó a cabo a un voltaje constante de 120 V hasta que el frente de 
migración llegó al final del gel. Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioTrace NT, Pall Corp., Pensacola, 
FL, EEUU). La transferencia transcurrió a un voltaje constante de 100 V durante 1 
hora y con recirculación continua del tampón de transferencia [Tris 25 mM, glicina 
190 mM, SDS al 0.2% (m/v), metanol al 20% (v/v)]. A continuación, la membrana de 
nitrocelulosa se tiñó con Rojo Ponceau [Ponceau S al 0.1% (m/v) en ácido acético al 
1% (v/v)] durante 5 min para comprobar que la transferencia había sido correcta y 
para visualizar el conjunto de bandas. 
 
3.4.5. Inmunodetección y análisis densitométrico. 
Las membranas fueron desteñidas y bloqueadas durante 1 hora con tampón de 
bloqueo [TBS (Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5), Tween-20 al 0.05% (v/v) y 
leche desnatada en polvo al 5% (m/v)]. Después, se incubaron con el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en tampón de bloqueo durante toda la noche a 4º C. 
Las características de los diferentes anticuerpos primarios utilizados se indican en la 
Tabla 3. A continuación, las membranas se lavaron tres veces durante 15 min con 
tampón de lavado [TBS conteniendo Tween-20 al 0.05% (v/v)] y se incubaron con el 
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano (Sigma-Aldrich, Madrid, 
España) y diluido en tampón de bloqueo. Finalmente, las membranas se lavaron tres 
veces con tampón de lavado durante 15 min y dos veces con TBS durante 5 min. 
El revelado de la peroxidasa se realizó con un kit basado en quimioluminiscencia 
(ECL-Plus, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido) y películas auto-
radiográficas (BioMax XAR Kodak, Sigma-Aldrich, Madrid, España). 
Tras el revelado, las películas se escanearon y las imágenes obtenidas fueron 
procesadas con el programa ImageJ 1.41 (NIMH, Bethesda, Maryland, EEUU). En 
los casos en los que se llevó a cabo un análisis cuantitativo de las bandas 
inmunorreactivas, se determinó la densidad óptica de las mismas utilizando el 
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programa ImageJ 1.41. Para normalizar la carga de proteína en las diferentes calles, se 
realizó la inmunotinción contra β-actina, y la densidad óptica para la proteína de 
interés se refirió a aquella de la β-actina. En aquellos casos en los que la 
normalización con β-actina no se pudo realizar, ésta se llevo a cabo en relación con la 
densidad óptica resultante de la tinción con Rojo Ponceau en cada calle. 
 
Tabla 3: Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de Western blotting. 
Nombre Origen Dilución Proporcionado por/referencia 
Anti-GDI2 Conejo 1:200 Proteintech (Manchester, EEUU) 
Anti-GM130 Ratón 1:1,000 BD Biosciences (Madrid, España) 
Anti-cMyc Ratón 1:1,000 AbD Serotec (Oxford, Reino Unido) 
Anti-β-actina Ratón 1:50,000 (Sigma-Aldrich, Madrid, España) 
Anti-Rab18 Conejo 1:1,000 (Sigma-Aldrich (Madrid, España) 
Anti-HTT Cabra 1:500 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
Anti-GFP Conejo 1:1,000 Cell Signaling Technology (Massachusetts, EEUU) 
Anti-cMyc Conejo 1:750 Cell Signaling Technology (Massachusetts, EEUU) 
 
3.5. Estudios de clonación y expresión. 
 
3.5.1. Obtención de ácidos nucleicos. 
Todo el material empleado en los estudios de expresión génica fue manipulado 
siempre con guantes y tratado previamente con NaOH 5 N preparado con H2O-DEPC 
(dietil-etil-pirocarbonato; 1 µl/ml, Sigma-Aldrich, Madrid, España) para eliminar la 
posible actividad ARNasa, y posteriormente lavado varias veces con agua tratada con 
DEPC. 
El cDNA correspondiente a la región codificante de las proteínas de intéres se 
sintetizó a partir de ARN total de testiculo de raton en el caso de Rab18, o cerebro de 
rata para DBNDD2. 
El aislamiento del ARNm total de las muestras se llevó a cabo a partir de 1 g de 
cada tejido, utilizando un homogeneizador mecánico y el reactivo Trizol (Invitrogen, 
Barcelona, España), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Concretamente, a 
cada muestra de cerebro y de testiculo, se le añadieron 0.2 ml de cloroformo por cada 
ml de Trizol añadido inicialmente. La mezcla se incubó a temperatura ambiente 
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durante 2-3 min, tras lo cual se centrifugó a 12,000 x g durante 15 min a 4° C. Tras la 
centrifugación, se observan 3 fases distintas: la fase inferior o fase orgánica que 
contiene las proteínas, la fase intermedia donde se localiza el ADN y la fase superior 
o fase acuosa que contiene el ARN. Esta última se transfirió a un tubo nuevo, al que 
se le añadieron 1 µl de glucógeno y 500 µl de isopropanol para conseguir la 
precipitación del ARN. La mezcla se incubó durante 10 min a temperatura ambiente y 
a continuación se le añadieron otros 0.2 ml de cloroformo. Tras una incubación de 2-3 
min a temperatura ambiente, la mezcla se centrifugó durante 10 min a 12,000 g a 4° 
C. El sobrenadante fue descartado y la pella se lavó con 1 ml de etanol al 75%, 
centrifugándose a continuación a 7,500 g durante 5 min a 4° C. Se retiró el etanol y se 
dejó secar el ARN a temperatura ambiente para resuspenderlo a continuación en un 
volumen apropiado (10-20 µl) de H2O-DEPC en función del pellet obtenido.  Para 
facilitar la resuspensión, el pellet de ARN se incubó durante 10 min a 60° C. 
Para eliminar posibles trazas de ADN genómico, el ARN total extraído fue 
posteriormente tratado durante 30 min a 37º C con la enzima ADNasa I (Sigma-
Aldrich, Madrid, España), utilizando 1 U de enzima por cada µg de ARN inicial. La 
concentracion de ARN total obtenido se determinó por espectrofotometría 
(NanoDrop, Thermo Scientific, Wilmington, EEUU) y su calidad se comprobó 
mediante la relación entre la absorbancia a 260 y 280 nm. 
     
3.5.2. Retrotranscripción de ARN total. 
La retrotranscripción del ARN tratado se realizó utilizando la transcriptasa 
reversa MMuLV (Fermentas; Ontario, Canadá) sobre una cantidad de ARN total de 
partida de 2 µg.  
 
3.5.3. Diseño de oligonucleótidos. 
Para el diseño de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se utilizó el 
programa Gene Runner V3.05 (Hasting Softwar, Inc) y el programa en red Primer3 
(desarrollado por Steve Rozen y Helen Skaletsky y subvencionado por el Instituto 
Médico Howard Hughes y el Instituto Nacional de la Salud, EEUU). 
Se eligieron oligonucleótidos altamente específicos para cada secuencia de 
interés, evitando los que pudieran amplificar otros genes de forma inespecífica así 
como los que presentaran otros sitios de unión inespecífica. También se descartaron 
los  oligonucleótidos que pudieran formar estructuras secundarias muy estables tanto 
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consigo mismo como entre el par. Además, se seleccionaron oligonucleótidos cuya 
temperatura de alineamiento rondase los 60º C.  
 
3.5.4. Clonación de DBNDD2 de rata. 
La secuencia codificante de DBNDD2 se reamplificó a partir del cDNA obtenido 
de cerebro de rata mediante PCR utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad 
(Pwo Superyield DNA Polymerase, Roche Diagnostics, Madrid, España) y las parejas 
de oligonucleótidos específicos indicados en la Tabla 4. El fragmento amplificado 
(539 pb) fue clonado en el vector pMBL-T utilizando el kit pMBL-T vector, 
siguiendo las instrucciones del proveedor comercial (MBL, Córdoba, España). Este 
sistema permite la incorporación de adenina al extremo 3´ del fragmento amplificado, 
lo que facilita la clonacion T-A con el T-vector, que contiene timina en su extremo 3´ 
lo que permite de aumentar la eficiencia de clonación.  
La selección de los clones positivos se hizo mediante la transformación de 
bacterias competentes (ver apartado 3.4.9). Los plásmidos que contenían la secuencia 
de DBNDD2 se reamplificaron mediante PCR y parejas de oligonucleótidos 
conteniendo sitios de restricción específicos para su clonación en el vector phrGFP-
N1 (Stratagene, Madrid, España), en el que la secuencia reportera (GFP) queda 
fusionada al extremo amino-terminal de la proteína a estudiar (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos empleados para la clonación de la secuencia codificante del gen DBNDD2 
murino en T-vector y phrGFP-N1. 
 
Nombre Secuencia (5´-3´, sitio de restricción) Vector generado
DBNDD2 rat up 5´ GTGCGTGTCTTACTCCATTACCCC 3´ 
T-Vector 
DBNDD2 rat low 5´ GATCGCTCAGTTTGTAAGGGGCCT 3´ 
DBNDD2 up (HindIII)  5´ CTGAAGCTTGGATGGACCCAAATCCAC 3´ 
phrGFP-N1 
DBNDD2 low (BamHI)  5´ TAAAGGATCCCTAGCTGCAAGGTCCAGG 3` 
 
3.5.5. Clonación de la secuencia codificante del gen GDI2 humano en vectores 
eucariotas. 
La secuencia codificante completa del gen GDI2 humano (número de acceso 
Genbank: NM-001494.2) clonada en el plásmido comercial pcMV6-XL5 se adquirió 
de la casa comercial Origene (Madrid, España). El cDNA correspondiente fue 
clonado en el vector pDsRed-Monomer-C1 (Clontech, Madrid, España) utilizando 
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una pareja de oligonucleótidos específicos de manera que la proteína fluorescente 
DsRed queda fusionada al extremo amino-terminal de la secuencia codificante de 
GDI2 (Tabla 5).  
 
Tabla 5. Oligonucleótidos empleados para la clonación de la secuencia codificante del gen GDI2 
humano en el vector pDsRed-Monomer-C1. 
 
Nombre Secuencia (5´-3´, sitio de restricción) Vector generado
GDI2 up (EcoRI) 5´ AGAATTCAATGAATGAGGAGTACGACG 3´ 
 pDsRed-
Monomer-C1 GDI2 low (BamHI) 5´ AGGATCCTTAGTCTTCCCCATAGATGTC 3´ 
 
3.5.6. Clonación de proteínas en vectores reporteros. 
Ademas de las clonaciones citadas anteriormente se hizo anteriormente a nivel de 
nuestro laboratorio la clonacion de las proteinas de interes en vectores de expresion en 
celulas eucariotas para los diferentes experimentos realizados en este trabajo, y que se 
puede resumir en la Tabla 6. 
 
Tabla 6.  Vectores de expresión generados para los estudios ralizados. *Se indica la posición en la que 





Vector Experimento utilizados 
DsRed-Rab18(Q67L) DsRed (3´)* pDsRed-Monomer-C1 (Clontech, Madrid, España) Video-microscopía 
cMyc-Rab18 cMyc (3´)* pCMV-Myc (Clontech, Madrid, 
España) Estudios bioquimicos 
YFP-Rab18 YFP (3´)* pVenus-YFP (Clontech, Madrid, 
España) Ensayos de interacción por FRET 
CFP-HTT CFP (3´)* pCFP (Clontech, Madrid, 
España) Ensayos de interacción por FRET 
 
3.5.7. Purificación de productos de PCR o de ADN plasmídico. 
Tanto la purificación de los productos de PCR como de ADN plasmídico, de 
manera directa o a partir de geles de agarosa, se hizo utilizando el kit de la casa 







3.5.8. Digestión enzimática y ligación. 
Las digestiones con endonucleasas se realizaron con 2 U de la enzima 
correspondiente por cada µg de ADN durante 2 h a 37º C. En el caso de digestión no 
simultánea con dos enzimas, para evitar la recircularización del ADN digerido, entre 
cada digestión se hizó un tratamiento con 1 µl de fosfatasa alcalina (Fermentas, 
Alemania) durante 15 min a temperatura ambiente, seguido de una desactivación de la 
enzima por choque térmico a 80º C durante 10 min. El ADN digerido se purificó 
utilizando el kit mencionado previamente. 
Los fragmentos de ADN digeridos se fusionaron mediante ligación, empleando la 
T4 ligasa (Fermentas, Alemania) aplicando la siguiente relacion molar: 
 
 
                 2 x                                    =  =    
 
 
La mezcla de ligación se incubó toda la noche a 8-12º C. Al dia siguiente, se 
utilizaron 1-2 µl de la mezcla de ligación (20 ng) para la transformación de bacterias 
competentes. 
 
3.5.9. Preparación y transformación de bacterias competentes. 
La inducción de competencia de las bacterias se hizo utilizando los medios PSI-a 
(5 g de extracto de levadura, 20 g de triptona, 5 g de MgSO4, 14 g de agar; se ajustó 
el pH a 7.6 con KOH), PSI-b (medio PSI-a sin agar), TFb-1 (acetato potásico 30 mM, 
KCl 100 mM, CaCl2 10 mM, y glicerol al 15%; se ajustó el pH a 5.8 con acido 
acético) y TFb-2 (MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, KCl 10 mM y  glicerol al 15%), 
utilizando la cepa E.coli dH5α. 
Tras la selección de una colonia de las bacterias sembradas en placas de medio 
PSI-a, ésta se inoculó en 5 ml de medio PSI-b, y se incubó toda la noche a 37º C en 
agitación. Se recogió 1 ml de la suspensión y se inoculó en 100 ml de PSI-b, 
incubándose hasta alcanzar una densidad óptica igual a 0.52 ± 0.3 a 550 nm, 
utilizando PSI-b como blanco. Una vez alcanzado este valor, la mezcla se enfrió y se 
centrifugó durante 5 min a 3,000 g. El pellet se resuspendió en 40 ml de TFb-1 y se 









incubó en hielo durante 15 min. Finalmente, se prepararon alícuotas de 150 µl que se 
guardaron a -80º C. 
Para la transformación de las bacterias competentes, las alícuotas se 
descongelaron a 4º C, y se permeabilizaron con solución de β-mercaptoetanol al 2% 
(Sigma-Aldrich, Madrid, España) durante 10 min en un volumen 1/10 (v/v). A 
continuación, se incubaron 50 µl de esas bacterias con un volumen correspondiente a 
20 ng de la mezcla de ligación. Pasados 30 min, las bacterias se sometieron a un 
choque térmico de 37º C durante 3 min y a un enfriamiento rápido en hielo (2 min), 
tras lo cual se añadieron 500 µl de medio LB sin antibiótico,  incubándose la mezcla 
durante 30 min a 37º C en agitación. Tras este tiempo, se sembraron 200 µl de cada 
transformación en placas de LB con el antibiótico correspondiente, según el plásmido 
utilizado (kanamicina o ampicilina). Después de la incubación, se seleccionó una 
colonia de cada placa, que se sembró en 3 ml de medio LB con antibiótico, 
incubándose la mezcla toda la noche a 37º C en agitación. Posteriormente, se hizo la 
extracción de los plásmidos construidos utilizando el kit Favorgen (Biotech Corp. 
Zaragoza, España) siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial. 
 
3.5.10. Secuenciación. 
Todas los productos de PCR y las construcciones generadas por clonación en los 
diferentes vectores de expresión fueron secuenciados con los oligonucleótidos 
adecuados en el Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigación de la Universidad 
de Córdoba, empleándose el kit ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Branchburg, NJ, EEUU) y 
un secuenciador ABI PRISM TM 310 (Perkin Elmer, Applied Biosystems). 
 
3.5.11. Análisis general de secuencias. 
Los cromatogramas resultantes de las reacciones de secuenciación fueron 
analizados y editados con el programa BioEdit (Hall, 1999) y las secuencias derivadas 
de ellos fueron exportadas a formato FASTA y se compararon con la base de datos 






3.6. Ensayos de interacción proteína-proteína para la determinación de proteínas 
efectoras de Rab18.  
  Las interacciones proteína-proteína se dan en una gran variedad de procesos 
biológicos  como la replicación, la transcripción, la secreción, la transducción de 
señales y el metabolismo. En este contexto, se han desarrollado una gran variedad de 
aproximaciones metodológicas para determinar la interacción entre dos o más 
proteínas, tanto in vivo como in vitro. En este trabajo  se han utilizado cuatro tipos de 
ensayo para identificar las posibles proteínas, reguladoras o efectoras, que 
interaccionan con Rab18: Fluorescence/Förster resonance energy transfer (FRET) 
en células vivas o en células fijadas, co-inmunoprecipitación, cromatografía (FPLC), 
y ensayo de doble hibrido en levadura (Yeast Two-Hybrid; Y2H) 
 
3.7. Metodología de Förster Resonance Energy Transfer (FRET). 
 
3.7.1. Metodología de FRET en células fijadas. 
Para la determinación de la posible existencia de interacción molecular de Rab18 
con nuestras proteínas de interés, se empleó en una primera aproximación un ensayo 
de FRET (Fluorescente/ Förster Resonance Energy transfer) medido por microscopía 
de fluorescencia en células fijadas. Concretamente, se analizó la relación entre Rab18 
[silvestre o la forma mutada Rab18(Q67L)] con la proteína kinesina (cadena ligera; 
KLC) y con la proteína huntingtina (HTT). Para ello, creamos vectores de expresión 
de Rab18 silvestre o Rab18(Q67L) acopladas a la proteína fluorescente Venus-YFP y 
de KLC o HTT acopladas a ECFP, que se utilizaron para realizar cotransfecciones de 
células PC12, siguiendo el protocolo convencional de transfección de este tipo 
celular. Tras 24 h, las células PC12 cotransfectadas con Rab18- o Rab18(Q67L)-
Venus-YFP y las proteínas de interés,  HTT- o KLC-ECFP, fueron fijadas con 
paraformaldehído al 4% y se visualizaron en un microscopio invertido Nikon Eclipse 
TE 2000 E (Nikon, Tokio, Japón), acoplado a una cámara Hamamatsu ORCA II BT 
(Hamamatsu City, Japón), controlado con el programa MetaMorph (Universal 
Imaging Corp., West Chester, PA, EEUU). 
Se eligió la pareja de proteínas ECFP y Venus-YFP, que presentan una distancia 
o radio de Föster, Ro (distancia a la que la transferencia de energía es del 50%), de 49 
Å (Figura 8A), lo que permite la medida de la interacción de estas moléculas hasta 
una distancia de 100 Å. Adicionalmente, el espectro de emisión de la molécula 
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donadora (ECFP) tiene un solapamiento máximo con el espectro de excitación de la 
molécula aceptora (Venus-YFP) (Figura 8B). 
 
 
Figura 8. Dependencia de la distancia para la eficiencia de FRET y solapamiento espectral para 
la pareja de proteínas ECFP y Venus-YFP. (A) La transferencia de energía de resonancia (valores 
entre 0 y 1) es inversamente dependiente de la sexta potencia de la distancia que separa a ECFP y 
Venus-YFP (r). La distancia se presenta como múltiplo de la distancia de Föster o R0, siendo R0 = 49 
Å para esta pareja de fluoróforos.  (B) Los espectros de excitación (línea discontinua) y de emisión 
(línea continua) de ambos fluoróforos CFP (azul) y Venus-YFP (amarillo). 
 
Las imágenes de FRET fueron corregidas con el método de “Fully Specified 
Bleed Through” (MetaMorph Universal Imaging Corp., West Chester, PA, EEUU) 
con el que se eliminan las contaminaciones que producen las señales de Venus-YFP y 
ECFP sobre el valor final de FRET, para lo que previamente hubo que calcular una 
serie de coeficientes utilizando células transfectadas, por una parte con Venus-YFP y, 
por otra parte, con ECFP (Figura 9). 
 
La fórmula utilizada para el cálculo del FRET corregido fue: 
 
NFRET = F – [A – (DA* D)]*[AF]-[D -(AD * A)] * [DF] 
    
Donde F es la señal de FRET medido, A es la señal del aceptor (Venus-YFP) y D 
corresponde a la señal del donador (ECFP). Los coeficientes de corrección de la señal 
de FRET,  AD, AF, AD y DF, corresponden a:  
DA = Intensidad de la imagen del aceptor con los filtros del donador dividida por la 
intensidad de la imagen del aceptor con los filtros del aceptor. Indica la proporción de 
señal del donador que contribuye a la señal del aceptor. 
AD = Intensidad de la imagen del donador con los filtros del aceptor dividida por la 
intensidad de la imagen del donador con los filtros del donador. Indica la proporción 
de señal del aceptor que contribuye a la señal del donador. 
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DF = Intensidad de la imagen del donador con el juego de filtros de FRET dividida 
por la intensidad de la imagen del donador con el juego de filtros del donador. Indica 
la proporción de señal del donador que contribuye a la señal de FRET. 
AF = Intensidad de la imagen del aceptor con el juego de filtros de FRET dividida por 
la intensidad de la imagen del aceptor con el juego de filtros del aceptor. Indica la 
proporción de señal del aceptor que contribuye a la señal de FRET. 
Empleando esta metodología, se evaluó la interacción de Rab18 con las 
moléculas del complejo motor, huntingtina (HTT) y la cadena ligera de la kinesina 
(KLC) en estado basal y tras un estimulo de 30 min con KCl. Estos experimentos se 
realizaron también con el mutante constitutivamente activo Rab18(Q67L) en 
condiciones basales. 
Con objeto de comprobar y validar las medidas obtenidas mediante esta técnica, 
se empleó un control negativo adicional consistente en la medida de FRET en células 
transfectadas con los vectores pECFP y pVenus-YFP vacíos, que permite medir la 
señal de FRET debida a la dimerización constitutiva de ambas proteínas 
fluorescentes. De la misma manera, se incluyó un control positivo, que consistió en la 
medida de FRET en células transfectadas con un vector que contenía las proteínas 
ECFP y Venus-YFP acopladas en fase, cedido por el Dr. RN Day, de la Universidad 
de Virginia (EEUU) y que proporcionaría el nivel máximo de señal de FRET (50%). 
Asimismo, se comprobó que todas las células evaluadas contenían cantidades 
similares de ECFP y Venus-YFP puesto que sus valores proporcionaban cocientes 
iguales o muy próximos a 1. Sobre la base de estas condiciones, se estudió la 
diferencia existente entre el valor de FRET de la pareja de receptores de interés en 
relación al control negativo, lo que fue considerado como interacción y, además, se 
refirieron todos los valores al control positivo, asignándosele a éste un valor del 50%, 
el cual refleja el valor máximo posible de FRET obtenido con nuestro sistema de 
medida para dichos valores de ECFP y Venus-YFP. 
El análisis cuantitativo de las imágenes recogidas se llevó a cabo con el programa 






Figura 9. Resumen esquemático del cálculo de los coeficientes de corrección de FRET. El proceso 
comienza con la eliminación de las contaminaciones que producen las señales de ECFP y Venus-YFP 
sobre la señal de FRET, en que cada fila corresponde a imágenes de células transfectadas con pECFP, 
pVenus-YFP o cotransfectadas con ambas proteínas fluorescentes respectivamente. Cada columna 
corresponde a uno de los canales medidos, indicándose la longitud de onda de excitación y emisión de 
cada canal (CFP, Venus-YFP y FRET respectivamente). Los coeficientes DA y DF se calculan a partir 
de células transfectadas con pECFP y los coeficientes AF y AD se calculan a partir de células 
transfectadas con pVenus-YFP. La última fila corresponde a las imágenes de FRET corregidas con la 




3.7.1.2. Medidas de FRET a tiempo real. 
Para realizar una cuantificacion de la dinámica temporal de las interacciones 
entre Rab18 y las proteínas HTT y KLC se empleó una técnica de FRET que permite 
la medida de este parámetro en tiempo real en células individuales vivas. En concreto, 
los cambios rápidos de FRET se evaluaron en celulas PC12 cotransfectadas con 
Venus-YFP-Rab18 y con ECFP-HTT o ECFP-KLC. Asi, se tomaron imágenes a 
longitudes de onda de excitación a 440 nm y emision a 510 nm para ECFP, y a 495 
nm de excitación y 540 nm de emision para Venus-YFP. Los cambios de FRET se 
monitorizaron como el cociente entre la señal de Venus-YFP y ECFP normalizados y 
corregidos respecto al ruido de fondo para cada longitud de onda. Como nivel basal 
de referencia se tomó el nivel basal de FRET obtenido en los 80 s previos a la 
administración de un pulso despolarizante de K+.   
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3.8. Ensayos de co-inmunoprecipitación. 
Para determinar otras proteínas que pudieran interaccionar con Rab18, se empleó 
la técnica de inmunoprecipitacion, que se basa en la capacidad de alguna clase de 
anticuerpos para formar complejos antígeno-anticuerpo cuando son añadidos a lisados 
celulares. Estos complejos se precipitan por reacción con proteína A o G unida a 
sefarosa. Una vez sedimentadas por centrifugación, los complejos se lavan y 
resuspenden  para su análisis por SDS-PAGE.  
Para llevar a cabo este experimento, se transfectó una placa de 10 cm de diámetro 
de células PC12 al 80% de confluencia, con el plásmido de expresión pCMV-myc-
Rab18. Se utilizó además una placa control de células PC12 transfectadas con el 
vector vacío pCMV-myc bajo las mismas condiciones que las que recibieron el vector 
de expresión de Rab18. Tras 24 h de transfección,  las placas se lavaron tres veces con 
PBS 1X y se recogieron en 1 ml de PBS 1X. A continuación,  el extracto celular se 
centrifugó durante 5 min a 1,000 rpm y la pella resultante se resuspendió en 500 µl de 
tampón IP (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM y Triton X-100 al 1%) 
conteniendo PMSF e inhibidores de proteasas. Las células se lisaron pasando la 
muestra 20 veces a través de una aguja 25-G en hielo y la mezcla se centrifugó a 
10,000 rpm durante 10 min, guardándose el sobrenadante. Se recogieron entre 0.75-1 
mg de proteínas, que se completaron hasta un volumen de 1 ml con el tampón IP con 
PMSF e inhibidores de proteasas. La muestra se trató con DNAsa durante 30 min a 4º 
C para eliminar posibles contaminaciones de ADN. Pasado este tiempo, se incubó el 
sobrenadante durante 1 h a 4º C  con bolas (beads) de proteína A acoplada a sefarosa 
(Invitrogen), que fueron lavadas posteriormente 3 veces con el tampón IP sin PMSF y 
sin inhibidores de proteasas y centrifugadas a 1,000 rpm durante 1 min. Tras la 
incubación del extracto proteico con la proteína A acoplada a sefarosa, la muestra se 
centrifugó durante 1 min a 4º C para eliminar las bolas. Esta etapa de la 
inmunoprecipitacion permite descartar todas las proteínas que puedan establecer 
uniones inespecíficas con la proteína A o con la sefarosa. 
La muestra se incubó con 2 µg del anticuerpo anti-c-myc (AbD Serotec, Oxford, 
Reino Unido) toda la noche a 4º C en agitación orbital para permitir la unión de c-
myc-Rab18 con el anticuerpo. Al día siguiente, el extracto proteico se incubó con 50 
µl de bolas de proteína A acoplada a sefarosa previamente lavadas, y se dejó la 
mezcla en agitación durante 2 h a 4º C para permitir la adsorción de la proteína A al 
anticuerpo debido a la gran afinidad de esta proteína para el fragmento Fc de la 
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inmunoglobulina. Esto provoca la sedimentación de los complejos que contienen 
bolas de sefarosa-proteína A/anticuerpo c-myc-Rab18 y las posibles proteínas que 
interaccionan con Rab18 y que estarán unidas al complejo vía su unión a esta GTPasa.  
Después de la incubación, la muestra se centrifugó a 1,000 rpm durante 1 min, se 
eliminó el sobrenadante y se resuspendió la pella en 100 µl de tampón de carga 
Laemmli a una concentración 2 X. La mezcla se calentó durante 10 min a 95º C y se 
centrifugó a 1,000 rpm durante 1 min  para disociar las bolas de sefarosa del complejo 
formado y para su análisis posterior por Western blotting.  
Las proteinas separada por electroforesis fueron fijadas con una solución de 
metanol al 10% y acético al 7% (v/v) durante 30 min, y para la detección de las 
proteínas en el gel bidimensionale se usó la tinción comercial Sypro Ruby Protein 
Stains (Bio-Rad, Madrid, España) toda la noche en oscuridad y en agitación.Tras la 
incubación los geles se fijaron otra vez con la solución de metanol y acético 30 min  y 
luego 3 lavados de 5 min con agua destilada.  
Para analizar los geles se hicieron imágenes mediante un escaner especial capaz 
de detectar fluorescencia del Sypro Ruby (Molecular ImagerTM Fx, Bio-Rad, 
Madrid, España). Despues de analizar el gel, las proteinas existentes en la fraccion de 
las muestras IP y no en la muestra control se cortaron y se mandaron al Servicio 
Central de Apoyo para la invetigación de la univesidad de Córdoba (SCAI) donde 
fueron purificadas y hidrolizadas por acción de proteasas específicas en pequeños 
péptidos cuyas masas fueron identificadas mediente espectrómetro de masas MALDI-
TOF/TOF 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Madrid, España). Las 
huellas petidicas obtenidas se compararon con una base de datos biológica de 
proteínas cuya secuencia se conoce. 
 
3.9. Estudios de cromatografía liquida (FPLC; Fast Protein Liquid 
Chromatography)  
En este trabajo hemos puesto a punto un método de separación de las proteínas 
utilizando técnicas de cromatografía en columna por medio de FPLC usando el 
equipo ÄKTA Prime  Plus  de GE Healthcare Life Sciences (Barcelona, España). La 
purificación se llevó a cabo utilizando una columna de exclusión de proteínas de alto 
peso molecular, Superdex 200 10/300 GL (1 cm x 20 cm, volumen total = 20 ml) (GE 
Healthcare),  que contiene una matriz de agarosa y de dextrano. 
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Para llevar a cabo estos experimentos, se transfectaron células PC12 
sembradas en placas de 10 cm de diámetro con el vector pCMV-myc-Rab18 o con el 
vector vacio pCMV-myc (Clontech, Madrid, España). Tras 24 h de transfección, las 
células se lavaron 3 veces con el tampón PBS 1X, pH 7.4,  se recogieron en 700 µl de 
PBS 1X conteniendo PMSF e inhibidores de proteasas, y se centrifugaron a 1,000 rpm 
durante 5 min a 4º C. Posteriormente, las células se lisaron pasando la muestra 20 
veces a través de una aguja 25-G en hielo. Los extractos celulares se centrifugaron a 
14,000 rpm a temperatura ambiente para quitar todos los restos celulares y  
posteriormente se inyectaron en el columna del crómatografo. 
 Antes de proceder a la inyección de las muestras, la columna y el sistema fueron 
lavados con 50 ml metanol al 20%, seguido de un lavado con 50 ml de H2O Milli-Q 
(Merck Millipore, Madrid, España), tras lo cual se equilibró la columna con el mismo 
tampón en el que se encuentra las muestras, PBS 1X.  Se prestó especial atención a la 
limpieza del material y a la filtración de todas las soluciones antes de usarlas, y a 
evitar la formación de burbujas de aire durante la inyección que pudieran afectar a la 
lectura de la separación de las muestras. 
Para cargar las muestras en la columna se utilizó PBS 1X, pH 7.4, aplicando  una 
presión de 0.5 MPa con un flujo de 0.5 ml/min. Se cargaron 0.5 ml de la muestra 
control, correspondiente a células transfectadas con el vector vacío. Tras pasar por la 
columna, los componentes de la muestra pasaron por un lector de absorbencia a 280 
nm. Las fracciones eluidas fueron recolectadas de manera automática en fracciones de 
1 ml, obteniéndose un total de 15 fracciones. Tras el fraccionamiento de la muestra 
control, se limpió el sistema con agua Milli-Q y con PBS 1X, y se inyectó la muestra 
obtenida a partir de las células PC12 transfectadas con c-myc-Rab18. 
Las proteínas presentes en las fracciones fueron precipitadas con acetona. 
Concretamente, cada fracción se mezcló con 4 ml de de acetona  fría y las mezclas se 
incubaron toda  la noche a -20º C, tras lo cual  se centrifugaron a 15,000 xg durante 
15 min a 4º C. La pella se dejó secar y se resuspendió en 100 µl de  solucion Tris-HCl 
50 mM, pH 7.4. 
Las fracciones se guardaron a -20º C hasta que se utilizaron para el estudio de 
inmunodetección de Rab18 en las mismas mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE, cargando 20 µl de muestra con 5 µl de tampón de carga al 
5X. Las fracciones de interés se mandaron a la unidad de proteómica del SCAI para la 
identificación de las proteínas mediante un sistema de separación cromatográfica de 
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fase reversa en un nano-HPLC y posterior análisis con una Trampa de Iones con 
fuente de ionización de electrospray (Ultimate 3000, LCPackings- 4000 QTRAP, 
Applied Biosystems, Madrid, España).  
 
3.10. Ensayos de doble hibrido en levaduras 
Para evaluar la interacción de Rab18 con otras proteinas se utilizó  el sistema 
de doble híbrido de levadura optimizado con el  kit Matchmaker™ Gold Yeast Two-
Hybrid System (Clontech, Madrid, España). Este procedimiento consiste en acoplar la 
secuencia codificante de la proteína de interés, Rab18, a un factor de transcripción de 
dos dominios separables, el factor GAL4. Concretamente, Rab18 se fusionó al 
dominio de unión a ADN (DNA-DB) de GAL4, constituyendo el denominado bait 
(cebo). Por su parte,  se utilizó una librería de cerebro de rata (Clontech, Madrid, 
España) que contiene las secuencias codificantes unidas al dominio de transactivación 
(AD) de GAL4, constituyendo las proteínas prey o presa. Cuando el bait de Rab18 
interacciona con alguna de las proteínas prey, los dominios DNA-BD y AD se asocian 
y activan la transcripción de cuatro genes reporteros independientes (AUR1-C, 




Figura 10. El principio del doble hibrido de levaduras. Dos proteínas se expresan por separado, la 
proteína cebo (bait) fusionada al dominio de unión a ADN de Gal4 (BD) y, la otra, la proteina presa 
(prey) fusionada al dominio de activación transcripcional de Gal4 (AD). En la cepa de levadura Y2H-
Gold, la activación de los reporteros (AUR1-C, ADE2, HIS3 y MEL1) sólo se produce en las células 
que contengan proteínas que interactúan y se unen al promotor Gal4 (Matchmaker™ Gold Yeast Two-






3.10.1. Clonación de las secuencia codificante del gen Rab18 de ratón en el 
vector de  expresión de levaduras. 
Para aumentar la eficiencia de clonacion, previo a la clonacion en el vector de 
expresión de levaduras pGBKT7 (Clontech, Madrid, España), se llevó a cabo una 
clonacion intermedia en el T-vector utilizando el kit pMBL-T vector (MBL, Madrid, 
España). Concretamente, este sistema inserta residuos de adenina al extremo 3´ de los 
productos de PCR, lo que permite la clonacion de éstos en el T-vector tras su 
digestion con EcoRV, ya que éste contiene timina en su extremo 3´. 
La secuencia codificante del gen Rab18 murino fue reamplificada a partir del 
cDNA  de Rab18 clonado en el T-vector, con cebadores especifícos que llevaron los 
sitios de restricción EcoRI y BamHI, con el fin de que el dominio de activación GAL4 
DNA-BD quedara fusionado al extremo amino terminal de Rab18. En la Tabla 7 se 
muestran los oligonucleótidos usados para la clonación de Rab18 en los vectores T-
vector y pGBKT7. 
 
Tabla 7. Oligonucleótidos empleados para la clonación de las secuencias codificantes del gen Rab18 
murino en el T-vector y pGBKT7. 
 
Nombre Secuencia (5´-3´, sitio de restricción) Vector 
generado
YRC1101 5´ AGGATGGACGAGGACGTG 3´ 
T-vector 
YRC1102  5´ GCAAACTGCAAGGTCCCTAA 3´ 
YRC1107 (EcoRI) 5´ GCAGAATTCATGGACGAGGACGTGCTGA 3´ 
pGBKT7 
YRC1109 (BamHI) 5´ CGTGGATCCGGGTCTCAAATATCGTGTCTCG 3` 
 
 
3.10.2. Clonación de la secuencia del mutante activo de Rab18 de ratón; 
Rab18(Q67L). 
En un segundo ensayo de la técnica de Y2H, utilizamos la versión mutada de 
Rab18, Rab18-Q67L,  que presenta una mutación en el sitio de unión a GTP que hace 
que la proteína esté constitutivamente activa puesto que no puede hidrolizar dicha 
molécula. La proteína mutante se obtuvo por  mutagénesis dirigida, lo que se llevó a 
cabo usando el protocolo de PCR en dos etapas descrito por Ito et al. (Ito et al., 2002).  
La mutagénesis consistió en la sustitución de una leucina en  posición 67 por una 
glutamina mediante mutaciones puntuales de un nucleótido del codón correspondiente 
utilizando un cebador especifico (cebador III, Tabla 8). Además, se utilizó un 
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oligonucleótido específico en el que se introdujo un sitio de restricción silencioso 
[cebador IV (BamHI´)] (sin alterar la secuencia codificante de la proteína). 
 
Tabla 8. Oligonucleótidos empleados para la generación del mutante activo Rab18(Q67L) y su 
clonación  en el vector pGBKT7. 
 
Nombre Secuencia (5´-3´, sitio de restricción) 
I (EcoRI) 5´ GCAGAATTCATGGACGAGGACGTGCTGA 3` 
II 5´ TCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGG 3´ 
III 5´ GATACAGCTGGTCTAGAGAGGTTCAG 3´ 
IV (BamHI´) 5´ CGACAGAGCGCCCAGAGTTTATAGCACAGAG 3´ 
                    Los caracteres marcados en rojo indican la posición de la mutagénesis.  
 
El protocolo de mutagénesis se realizó en dos etapas; la etapa de extensión y otra 
de solapamiento y extensión. La etapa de extensión comportó dos PCR diferentes en 
que dos tubos independientes, uno con el cebador I que lleva el sitio de clonación 
EcoRI y el cebador IV con un sitio de restricción BamHI mutado en tres nucleótidos 
para impedir su posterior digestión, y el otro con el cebador II y III. En ambos casos 
se utilizó como molde la secuencia de Rab18 de ratón clonada en el vector pGBKT7 
con los sitios de restricción EcoRI y BamHI utilizando una ADN polimerasa de alta 
fidelidad (Pwo supeyield DNA polymerase, Roche diagnostics, EEUU) siguiendo las 
instrucciones del comercial (Figura 11) 
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Figura 11: Resumen esquemático del proceso de mutagénesis dirigida realizado. Representación 
de las dos fases de mutagénesis dirigida para la generacion de la versión mutada de Rab18, indicando  
(A) los diferentes oligonucleotidos utilizados, (B) la fase de extensión de la secuencia de Rab18 
utilizando los oligonucleótidos I  y IV, éste último portando el sitio de restricción silenciado BamHI, 
y (C) la segunda parte de la fase de extensión con el cebador III, que contiene la mutación puntual 
por la sustitución  de  una  leucina en posición 67 por una glutamina, y el cebador II . La fase de 
solapamiento se realizó a temperatura de hibridación de 50º C, sin cebadores, durante 5 ciclos, 
seguida por una fase de extensión en laque se añadieron los oligonucleótidos  I y II , lo que generó 
dos secuencias de Rab18: una que lleva una mutación en el sitio de unión a GTP  y otra presentando 
una mutación adicional en el sitio de restricción BamHI. 
 
La segunda etapa fue una PCR de solapamiento seguida por un PCR 
convencional, de manera que se mezclaron las resultantes de las reacciones de PCR 
de la primera etapa de la mutagénesis en un solo tubo para la PCR de solapamiento y 
de extensión, siguiendo el protocolo resumido en la Figura 11. Al final de la reacción 
se generaron dos secuencias diferentes, una que lleva una mutación en el sitio de 
unión a GTP y otra presentando una mutación adicional en el sitio de restricción 
BamHI. 
La posterior selección de la secuencia de interés, que lleva la mutación 
solamente en el sitio de unión a GTP, se hizo por digestión con las enzimas de 
restricción EcoRI y BamHI. A continuación, se realizó la ligación con el vector 
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pGBKT7 de manera que, al igual que la forma silvestre, el dominio de activación  
GAL4 DNA-BD queda fusionada al extremo amino terminal de Rab18(Q67L). El 
plásmido recombinante generado se utilizó para la transformación de bacterias 
competentes, y la selección de los clones que llevaron la forma mutante de Rab18 
crecieron en medio de selección con antibiótico. 
 
3.10.3. Transformación de levaduras. 
De igual forma que las bacterias, las levaduras pueden incorporar ADN exógeno 
mediante transformación. Para transformar las levaduras, hemos seguido el protocolo 
recomendado por la casa comercial (Clontech, Madrid, España), como se describe a 
continuación:   
Se inoculó 1 ml de medio completo YPDA con dos o tres colonias de la cepa de 
levadura  Y2HGold y la cepa Y187 conservada en glicerol a -80º C que ha sido 
posteriormente sembrada en placas de YPDA. Se dejaron crecer o/n a 30º C en 
agitación (250 rpm) y se transfirieron a un matraz de 250 ml de capacidad con 50 ml 
de YPDA y se incubarón 16-18h en agitación (250 rpm) hasta alcanzar  la fase 
estacionaria (OD600 > 1.5) para poder transferirlas a 300 ml de medio YPDA  y dejarla 
en agitación 6 h para llegar a una densidad óptica OD600 igual a 0.4-0.5. Las 2 cepas 
de levaduras se centrifugaron en tubos de 40 ml (Beckman) 1,000 x g 5 min a 
temperatura ambiente y la pella resultante se resuspendió en 50 ml de agua estéril y se 
repitió la centrifugación y se descartó el sobrenadante y la pella celular se resuspendió 
en 1.5 ml de 1.1 x TE/LiAc recién preparado. Para cada transformación se utilizó 50 
µl de la suspensión de levaduras en tubos de 1.5 ml con 500 µg de plásmido 
correspondiente con la precaución de preparar las mezclas de transformación en el 
orden puesto y la utilización de la solución de PEG/LiAc recién preparada.  
En la Tabla 9 se describen las diferentes mezclas empleadas para obtener los 
controles de emparejamiento apropiados. Concretamente, se utilizaron los vectores 
pGBKT7-Rec, pGBKT7-53 y  pGBKT7-Lam para transformar las cepas de levaduras 
correspondientes. También se utilizó un control de transformación y de activación 
(control TA) que consistente en la transformación de la cepa Y187 con el vector 
pGBKT7 vacio.  
Las mezclas de transformación se agitaron por inversión y se incubaron a 30º C 
durante 30 min con agitación (200 rpm). Se les añadió a cada tubo 20 µl de DMSO y 
se mezclaron por inversión con cuidado y se les dió  un choque térmico a 42º C en 
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baño maría durante 15 min con agitación cada 5 min, y se pusieron en hielo 2-3min. 
Las levaduras fueron centrifugadas a 14,000 rpm 15 s, se les descartó el sobrenadante 
y se resuspendieron en 1 ml de YPD Plus Liquid Medium para incubarlas a 30º C 90 
min en agitación. Tras  la incubación se centrifugó cada mezcla  a alta velocidad 15 s, 
se eliminó el sobrenadante y se resuspendió cada cepa en 1 ml de NaCl al 0.9% (m/v) 
y sembrar en las placas de 15 cm de diámetro correspondiente con 200 µl de la 
mezcla de transformación y se incubaron a 28-30° C durante 3–5 días. 
 
Tabla 9. Mezclas de transformación de la cepa Y187 e Y2HGold con los vectores: Rab18, 














SV40 large T PCR Fragment 5 5 5 5 - - 
pGBKT7 500 µg - - - - - 
pGBKT7-Rab18 - 500 µg - - - - 
pGBKT7-Rab18(Q67L) - - 500 µg - - - 
pGBKT7-Rec - - - 500 µg - - 
pGBKT7-53 - - - - 500 µg - 
pGBKT7-Lam - - - - - 500 µg 
Herring Tester arrier DNA 
denatured* 
5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 
Cepa Y2HGold - - - 50 - - 
Cepa 187 50 µl 50 µl 50 µl - 50 µl 50 µl 
PEG/LiAc 500 500 500 500 500 500 
   * Previamente calentado  dos veces a 100º C durante 5 min antes de poner en la mezcla de transformación. 
 
Las levaduras transformadas con los vectores pGBKT7, Rab18 y RAb18(Q67L) 
se sembraron en las placas de agar con medio completo sin triptófano y con x-α-Gal 
(SD/-Trp/x-α-Gal) ,  en placas sin los amino ácidos triptófano y adenina y con x- α-
Gal (SD/-Ade/-Trp/x-α-Gal), y en placas carente de triptófano y de histidina y 
suplementadas con x-α-Gal. La cepa de levaduras Y2HGold que lleva el vector 
control #1 se sembró en placas con medio completo sin leucina, y los otros controles 
de emparejamiento; #2 y #3 se sembraron en placas SD/-Trp. 
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3.10.4. Control de toxicidad de Rab18 para las cepas Y187.  
En el proceso de Y2H se deben hacer controles de toxicidad de la proteína de 
expresión. Así, se considera que la proteína cebo no es tóxica para las cepas Y187 si 
ésta crece en las placas SD/-Trp/x-α-Galal formando colonias azules con un diametro 
2-3 mm con una tasa de crecimiento igual o notablemente superior a las levaduras 
transformadas con el vector mock. Se puede verificar también la toxicidad de la 
proteína para las levudas en cultivo líquido; si el crecimiento procede más despacio en 
comparación a las levaduras con el vector pGBKT7, posiblemente la construcción sea 
tóxica. En nuestro caso, ni la forma silvestre ni el mutante constitutivamente activo 
resultaron tóxicos para las cepas de levadura testadas. 
Tras la comprobacion de la no toxcicidad de Rab18 para nuestra cepa de levadura 
transformada, fue necesario comprobar si esta activa a nivel transcripcional de maner 
que  cuando la proteína bait no fue toxica  pero crecen colonias blancas en las placas 
SD/-His/-Trp/x-α-Gal y SD/-Ade/-Trp/x-α-Gal concluye que nuestras proteína está 
inactiva, y se consideró activa si las colonias son azules.  
 
3.10.5. Control de la activación transcripcional de Rab18.           
Cuando las proteínas cebo no son tóxicas pero crecen colonias blancas en las 
placas SD/-His/-Trp/x-α-Gal y SD/-Ade/-Trp/x-α-Gal, se concluye que nuestras 
proteínas están inactivas, mientras que se consideran activas si las colonias son 
azules.  
Las colonias crecidas en SD/-Trp/x-α-gal que obtuvimos, azules y grandes 
(diámetro +/- 2mm), se picaron para hacer crecer en un matraz de 250 ml conteniendo 
50 ml de medio líquido SD/-Trp/Kan. Tras 16-20 h de incubación en agitacion a 30º 
C, hasta que se alcanzó una OD600 > 0.8, se centrifugaron a 600 x g durante 5 min. La 
pella se resuspendió en 5 ml de medio SD/-Trp y se procedió inmediatamente al 
emparejamiento de las cepas. 
 
3.10.6. Analisis de la sobreexpresión de Rab18 en la cepa Y187.  
Se comprobó la sobreexpresion de Rab18 y du su forma constituivamente activa 
Rab18(Q67L) en las levaduras mediante el analisis del extracto proteico total de la 
cepa Y187 transformadas mediente western blot para detectar el inmunomarcaje del 
epitopo c-myc que se acopló al lado amino de Rab18 al clonar en el vector pGBKT7. 
La obtencion del extracto proteico total de las levaduras se obtuvó por extraccion con 
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solución Urea/SDS, de manera que se picaron colonias azules de 2-3 mm de 
diametros de las placas SD/-Trp/x-α-Gal  y se sembraron en 5 ml de medio completo 
sin triptofano con kanamicina y se dejaron en agitación a 220-250 rpm toda la noche a 
28-30º C, tambien se sembraron levaduras transformadas con el vector mock como 
control de nuestro analisis. Las levaduras crecidas se centrifugaron a 14,000 rpm 15 s 
en tubos de 1.5 ml y se resuspendieron en 1 ml de solución precalentada a 60º C de 
Urea/SDS (Urea 8 M, SDS 5% m/v, Tris-HCl pH 6.8 40 mM, EDTA 0.1 mM, azul 
bromofenol 0.4 mg/ml y β-mercaptoetanol 1%) suplementado con inhibidores de 
proteasas (PMSF 0.1 mM, quimostatina 5 µg/ml, leupeptina 5 µg/ml, antipaina 5 
µg/ml, pepstatina A 5 µg/ml). Se les añadió a la solución de levaduras el equivalente 
en volumen de granos finos de arena de mar lavadas  (Panreac, Barcelona, España) y 
se calentó la mezcla 10 min a 70º C y se agito vigorosamente mediente vortex durante 
1 min. El extracto de proteinas se recogió por centrifugación a 14,000 rpm 5 min y 
descartando la pella. Se utilizó 20 µL de cada muestras para analizalas mediante 
western blot (ver apartado 3.3) o se guardaron a -20º C hasta su procesamiento. 
 
3.10.7. Emparejamiento de la cepa Y187 [pGBKT7-Rab18] con una librería de 
cDNA de cerebro. 
Se adicionaron  5 ml de levaduras Y187 [pGBKT7-Rab18] en medio SD/-Trp en 
45 ml de 2X YPDA en un matraz de 2 l de capacidad, a lo que se le añadió 1 ml de la 
librería comercial (630488 Mate & Plate™ Library - Mouse Brain, Clontech, Madrid, 
España). La mezcla se dejó unas 20 h en agitación muy suave (30-50 rpm) ya que una 
agitación superior podría afectar gravemente a la eficiencia del emparejamiento. 
Transcurrido este tiempo, se observa al microscopio (40x) si se encuentran estructuras 
trilobuladas (i.e., schmoo) y si es el caso, se continúa el emparejamiento durante 4 
horas más. Si no se observan estas estructuras, el siguiente paso consiste en 
centrifugar la mezcla de emparejamiento a 1,000 rpm durante 10 min. 
Adicionalmente, se enjuaga la botella donde se esté llevando a cabo el 
emparejamiento dos veces con 50 ml cada vez de 0.5 X YPDA, se mezclan los dos 
lavados y se resuspende la pella en ellos.  
Una vez que se observan las estructuras trilobuladas en la preparación, se espera 
hasta que el emparejamiento cumpla las 24 horas y después se centrifuga 10 min a 
1,000 rpm. La pella se resuspende en 10 ml de agua estéril y filtrada y se siembran 
200 µl de la solución por placa, resultando por tanto unas 50 placas por 
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emparejamiento. Dichas placas son SD/-Leu/-Trp/X-α-Gal (DDO/x- α-Gal) y lleva 
además  aminotriazol (At) a una concentración de 10 µM para restringir el 
crecimiento de colonias de falsos positivo del emparejamiento. Las placas se dejaron 
crecer al menos 5 días, ya que las colonias positivas tardan más en crecer, y se 
picaron las colonias azules resultantes. Estas se inocularon en una nueva placa con 
medio SD/-Ade/-His/-Leu/ X-α-Gal/At (QDO/x α-Gal/At) y se incubaron  las placas a 
30° C durante 2-4 días hasta el crecimiento de las colonias. 
Para los controles, se picó una única colonia de unos 2-3 mm de cada tipo de las 
placas correspondientes, de manera que se sembró la colonia del control #1 en 5 ml de 
medio SD/-Leu y el control #2 y #3 se sembraron en 5 ml de medio SD/-Trp. 
Transcurido la incubación toda la noche en agitación a 250-280 rpm a 30ºC, los 
controles se centrifugaron y se procedió al emparejamiento en tubos de 1.5 ml con 0.5 
ml de medio 2X YPDA y se dejaron 20 h en agitacion a 30-50 rpm a 30º C. el control 
positivo y negativo de emparejamiento se sembraron en las placas corespondientes 
(Tabla 10) y se dejaron 4-5 dias de incubación a 30º C. 
 
Tabla 10. Emparejamiento de los controles #1, #2 y #3. 
Control Cruzamiento Placas de siembra Fenotipo 
Positivo control #1 X control #2 
-Leu/-Trp/X-α-Gal 
-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-Gal 
Azul                    + 
 
Negativo control #1 X control #2 
-Leu/-Trp/X-α-Gal 
-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-Gal 
Sin colonias             + 
 
3.10.8. Screening de las colonias positivas por PCR. 
Después de asegurarse del buen procedimiento del emparejamiento con el control 
negativo y positivo del emparejamiento, las colonias del emparejamiento de Rab18 y 
Rab18(Q67L) con la librería de ratón con el fenotipo esperado (color azul y con 
diámetro de 2-3 mm) se aislaron sembrando en placas QDA con X-α-Gal y 
Aureobasidin A y se incubaron 4-5 dias a 30º C.  
El screening de la colonias positiva se hizo mediante PCR utilizando el kit 
comercial Matchmaker™ Insert Check PCR Mix 2 (Clontech, Madrid, España) que 
lleva los cebadores específicos que permiten la amplificación de los genes de la 
librería de ratón clonada en el vector pGADT7-RecAB. Para el chequeo se cogió una 
fracción de cada colonia y se diluyó en 25 µl de agua estéril y se mezcló con 25 µl del 
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kit de PCR, también se puso un control negativo de PCR que consistía en poner agua 
estéril sin levaduras. Se utilizó para la amplificación; un ciclo de 1 min a 94º C y 30 
ciclos de 10 s a 98º C y 3 min a 68º C. Tras la amplificación se analizaron los 
fragmentos de ADN amplificados por electroforesis en gel de  agarosa al 1% con 
bromuro de etidium y la secuencias separadas se purificaron y se mandaron a 
secuenciar al sevicio central de apoyo para la investigación para la identificación de 
las secuencias nucleotidicas de las proteínas que interaccionaron con Rab18 
utilizando el cebador T7 y el cebador 3´ AD (5´AGAGGTGCACGATGACAG 3´). 
 
3.11. Análisis estadístico. 
Los valores que se muestran en las figuras representan la media ± SEM (error 
estándar de la media) de los resultados obtenidos a partir de al menos tres 
experimentos independientes realizados sobre cultivos celulares separados. En los 
estudios en los que se compararon únicamente dos grupos experimentales, se utilizó 
una prueba t-Student. En estudios con más de dos grupos experimentales, el análisis 
estadístico se realizó empleando un análisis de varianza de una vía (“one way 
ANOVA”) seguido de la prueba de comparación de rangos múltiples de Newman-
Keuls. Los análisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, EEUU). Las diferencias entre los grupos experimentales se 
consideraron estadísticamente significativas a partir de un nivel de confianza superior 

























4.1.- Rab18 modifica la dinámica de movimiento de los gránulos de secreción en 
respuesta a estímulos extracelulares 
La video-microscopía en tiempo real sobre células vivas nos permitió realizar un 
análisis detallado del movimiento de las vesículas, lo que reveló la existencia de 
diferencias importantes en los patrones de transporte que siguen los gránulos de 
secreción según tengan o no Rab18 asociado a su superficie. Concretamente, 
monitorizamos células PC12 transfectadas con un vector de expresión que codifica 
para la proteína de secreción NPY fusionada a GFP, antes y después de la 
administración de un pulso despolarizante de K+, prestando especial atención a la 
evolución de varios parámetros de transporte clave de los gránulos (i.e. trayectoria y 
velocidad) en respuesta a la estimulación del proceso secretor. En la Figura 12A, así 
como en el Video 1 incluido en la Información Suplementaria, se muestra un ejemplo 
representativo del movimiento de los gránulos de secreción que contienen NPY-GFP, 
subrayando las diferentes trayectorias que siguen dichos gránulos gracias al uso de un 
software diseñado específicamente para el análisis del movimiento de partículas 
fluorescentes (DIATRACK; Semasopht, North Epping, Australia). En concreto, este 
tipo de análisis mostró que, bajo condiciones basales, la mayoría de los gránulos con 
NPY-GFP presentaban movimientos saltatorios pero confinados a un espacio celular 
reducido. En lo referente a las trayectorias netas, el 53% de los gránulos presentaron 
movimientos dirigidos hacia el núcleo celular (movimiento retrógrado), mientras que 
el 47% restante siguieron trayectorias anterógradas, moviéndose hacia la membrana 
plasmática. La longitud media recorrida por los gránulos tanto con movimiento 
anterógrado como retrógrado fue de 2.00 ± 0.32 µm, la velocidad media de 0.16 ± 
0.03 µm/s, y el coeficiente de difusión de 2.47 ± 0.76 x 10-10 cm2/s. En mayor o 
menor medida, todos estos parámetros se vieron afectados tras la despolarización 
celular inducida por K+. En particular, la exposición de las células a una solución con 
una elevada concentración de K+ (i.e. 53 mM), produjo un aumento significativo del 
número de gránulos dirigidos hacia la membrana plasmática con movimiento 
anterógrado (64%) y una reducción paralela del porcentaje de gránulos con trayectoria 
retrógrada (36%). Además, la distancia recorrida, la velocidad y el coeficiente de 
difusión de los gránulos positivos para NPY-GFP aumentaron de manera significativa 
tras la estimulación del proceso secretor (4.00 ± 0.74 µm, 0.25 ± 0.04 µm/s, y 4.44 ± 
1.47 x 10-10 cm2/s, respectivamente). En la Figura 12B se presentan las comparaciones 
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gráficas de estos parámetros en células PC12 transfectadas con NPY-GFP y 
monitorizadas bajo condiciones basales y tras la estimulación con K+. En la Figura 
12C se muestra un ejemplo representativo de la trayectoria y velocidad a lo largo del 
tiempo de un gránulo con NPY-GFP antes y después de la estimulación de la ruta 
secretora. Como se observa en este último panel, este gránulo, al igual que la mayoría 
de los gránulos analizados (74%), aumenta notablemente su velocidad 
inmediatamente después de la administración de K+. Curiosamente, una población de 
gránulos que contienen NPY-GFP (26% de los gránulos analizados) presentaron 
dinámicas de movilización opuestas a las exhibidas por la mayoría en respuesta al 
estímulo despolarizante, es decir, sus velocidades medias resultaron 
significativamente disminuidas tras el tratamiento con K+ (0.16 ± 0.03 vs. 0.08 ± 0.01 
µm/s antes y después de la administración de K+, respectivamente).  
 
Figura 12: Imágenes y cuantificación de los resultados obtenidos mediante video-microscopía en 
tiempo real en células transfectadas con NPY-GFP y monitorizadas bajo condiciones basales y 
tras la estimulación con K+. (A) Ejemplo representativo del movimiento de los gránulos de secreción 
que contienen NPY-GFP, subrayando las diferentes trayectorias que siguen dichos gránulos. Barra de 
escala, 5 µm. (B) Comparación entre los diferentes parámetros del experimento. Bajo condiciones 
basales, el 53% de los gránulos con NPY-GFP en su interior presentaron un movimiento retrógrado, 
mientras que el 47% restante siguieron una trayectoria anterógrada. La estimulación de las células con 
K+ produjo un aumento significativo del número de gránulos con movimiento anterógrado (64%) y una 
reducción paralela del porcentaje de gránulos con trayectoria retrógrada (36%). Además, la distancia 
recorrida, la velocidad y el coeficiente de difusión de los gránulos positivos para NPY-GFP 
aumentaron de manera significativa tras la estimulación con K+. (C) Ejemplo representativo del 




Por otra parte, en células PC12 transfectadas con el mutante constitutivamente 
activo de Rab18 [i.e. Rab18(Q67L)] unido a la proteína fluorescente DsRed, los 
gránulos de secreción marcados con la GTPasa también mostraron movimientos 
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saltatorios, confinados a un dominio específico del citosol y aparentemente aleatorios 
(Figura 13A y Video 2 de la Información Suplementaria). Al igual que los gránulos 
que contienen NPY, el 53% de los gránulos de secreción positivos para el mutante 
activo de Rab18 presentaron un tipo de movimiento retrógrado bajo condiciones 
basales, mientras que el 47% restante se movieron en dirección anterógrada. En estas 
condiciones, los gránulos recorrieron distancias medias (2.54 ± 0.29 µm) y 
presentaron coeficientes de difusión (2.22 ± 0.58 x 10-10 cm2/s) similares a los 
gránulos positivos para NPY-GFP. Sin embargo, los gránulos con DsRed-
Rab18(Q67L) mostraron velocidades a lo largo de las trayectorias (0.12 ± 0.02 µm/s) 
ligeramente disminuidas comparadas a las observadas para los gránulos con NPY-
GFP, aunque dichos valores no resultaron significativamente diferentes. No obstante, 
las diferencias más destacadas se observaron en relación al efecto de la activación de 
la ruta secretora sobre la dinámica de movilización de gránulos enriquecidos en 
Rab18 en comparación con la inducida sobre gránulos con NPY y que, 
aparentemente, no contienen o presentan menor cantidad de Rab18 (i.e., la posible 
Rab18 expresada de manera endógena). Al contrario de lo observado para estos 
últimos, el porcentaje de gránulos con Rab18 que presentaron movimientos netos 
retrógrados aumentó tras la estimulación de la secreción, mientras que el número de 
gránulos con movimiento anterógrado disminuyó de forma paralela (61% y 39%, 
respectivamente). La distancia recorrida por los gránulos no varió tras la 
administración de K+ (2.33 ± 0.45 µm; Figura 13B), pero tanto la velocidad a lo largo 
de las trayectorias como el coeficiente de difusión se vieron reducidos 
significativamente con respecto a lo observado en condiciones basales (0.05 ± 0.01 
µm/s y 1.14 ± 0.42 x 10-10 cm2/s, respectivamente; Figura 13B). En la Figura 13C se 
muestra un ejemplo representativo del patrón de movimiento de un gránulo positivo 
para DsRed-Rab18(Q67L) antes y después del tratamiento con K+. Finalmente, y al 
contrario de lo observado para la población de gránulos con NPY, que clasificamos en 
dos grupos dependiendo de si la velocidad a lo largo de la trayectoria aumentaba o 
disminuía en respuesta al estímulo secretor, los gránulos con Rab18 en su superficie 
presentaron un comportamiento homogéneo. Así, aunque en diferente medida, todos 




Figura 13: Imágenes y cuantificación de los resultados obtenidos mediante video-microscopía en 
tiempo real en células transfectadas con DsRed-Rab18(Q67L) y monitorizadas en condiciones  
basales y tras la estimulación con K+. (A) Ejemplo representativo del movimiento de los gránulos de 
secreción que contienen DsRed-Rab18(Q67L). (B) Representación gráfica de los diferentes parámetros 
analizados. En condiciones basales, el 53% de los gránulos con DsRed-Rab18(Q67L) presentaban 
movimiento retrógrado, mientras que el 47% restante siguieron trayectorias anterógradas. La 
estimulación de las células con K+ produjo un aumento significativo del número de gránulos con 
movimiento retrógrado (61%) y una reducción paralela del porcentaje de gránulos con trayectoria 
anterógrada (39%). La distancia recorrida por los gránulos no se modificó tras la administración de K+, 
pero la velocidad y el coeficiente de difusión de los gránulos que presentaban DsRed-Rab18(Q67L) se 
vieron reducidos de manera significativa. (C) Ejemplo representativo del patrón de movimiento de un 
gránulo positivo para DsRed-Rab18(Q67L) antes y después del tratamiento con K+. Barra de escala, 5 
µm. *, P < 0.001 vs. control.  
 
4.2.- La movilidad de los gránulos de secreción que presentan Rab18 depende de 
la red de citoesqueleto de microtúbulos 
A continuación, analizamos la relación espacial de los gránulos de secreción que 
presentan Rab18 en su superficie con el citoesqueleto celular. En primer lugar, 
usamos faloidina-Alexa488 para marcar fluorescentemente la red del citoesqueleto de 
actina en células PC12 transfectadas con el mutante constitutivamente activo DsRed-
Rab18(Q67L) y visualizamos ambos marcadores mediante microscopía confocal. En 
la Figura 14A se muestra un ejemplo representativo de la distribución de los 
filamentos de actina y la posición relativa de los gránulos con Rab18 con respecto a 
estos elementos del citoesqueleto. Como se puede observar, los filamentos de actina 
abundan predominantemente en la periferia celular cerca de la membrana plasmática, 
formando el córtex celular, y se acumulan en las proyecciones citoplasmáticas típicas 
de células PC12 (puncta). Por su parte, el mutante constitutivamente activo 
Rab18(Q67L) adquiere una distribución punteada por todo el citosol que, como se 
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puede observar en el gráfico de correlación (Figura 14B), no coincide espacialmente 
con la red de actina. 
 
 
Figura 14: Análisis de la relación espacial entre 
los gránulos positivos para Rab18 y los filamentos 
de actina. (A) Imagen de microscopía confocal 
representativa de una célula PC12 transfectada con el 
mutante activo DsRed-Rab18(Q67L) (rojo) y 
marcada con faloidina-Alexa488 (verde). Barras de 
escala, 5 µm (izquierda) y 2 µm (derecha). (B) 
Gráfico de la distribución de las señales fluorescentes 
a lo largo de la línea punteada en (A). Como se puede 
observar, DsRed-Rab18(Q67L) no coincide 




Teniendo en cuenta la ausencia de colocalización de los gránulos Rab18-
positivos con el citoesqueleto de actina y la posición relativa que ocupan estos 
gránulos, situados a cierta distancia de la membrana plasmática, consideramos la 
posibilidad de que su movimiento pudiera estar mediado por la red de microtúbulos. 
Este razonamiento fue comprobado en células PC12 transfectadas con el mutante 
constitutivamente activo DsRed-Rab18(Q67L), en las que monitorizamos la 
localización subcelular de la GTPasa en relación con la red de microtúbulos, que 
fueron visualizados gracias al marcaje de las células con tubulina fluorescente. En la 
Figura 15A y en el inserto ampliado se muestra un ejemplo representativo de una 
célula PC12 que expresa DsRed-Rab18(Q67L) y que, antes de su fijación, fue 
expuesta a Tubulin-Oregon Green. Como se muestra en la imagen, los gránulos 
marcados con Rab18 presentan una distribución próxima a la red de microtúbulos, lo 
que sugiere la existencia de una relación física entre estas dos estructuras celulares. El 
análisis de las intensidades de fluorescencia de ambos canales pixel por pixel (gráfica 
de correlación) confirmó esta observación. En la mayoría de los casos, la señal 
procedente de DsRed-Rab18(Q67L) coincide espacialmente con la de Tubulin-
Oregon Green (Figura 15B).  
Por otra parte, también se analizó la dinámica de movilización de los gránulos 
con Rab18 en relación a la red de microtúbulos mediante video-microscopía confocal 
en células vivas. En la Figura 16A, así como en el Video 3 incluido en la Información 
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Figura 15: Análisis de la relación espacial entre los 




Figura 16: Movimiento de los gránulos con Rab18 en relación a la red de microtúbulos. (A) 
Video-microscopía confocal en una célula PC12 viva representativa transfectada con DsRed-
Rab18(Q67L) y cargada con Tubulin Oregon-Green. Como se puede observar, los gránulos con Rab18 
en su superficie alternan movimientos retrógrados y anterógrados confinados en zonas próximas a 
haces de microtúbulos. Barra de escala, 5 µm. (B) Región de interés de la célula mostrada en el panel 
superior, ampliada y renderizada. Barra de escala, 1 µm. 
 
 
cuantificación del número de gránulos positivos para GFP-Rab18(Q67L) por unidad 
de superficie celular evidenció que, mientras que la versión silvestre de Rab18 en 
células tratadas con K+ o el mutante activo en células no tratadas se acumulaban en 
estructuras punteadas, el tratamiento con nocodazol indujo una disminución del 80% 
en el número de gránulos positivos para la GTPasa [0.84 ± 0.09 vs. 0.14 ± 0.02 
gránulos con Rab18(Q67L)/µm2 en ausencia y presencia de nocodazol, 
respectivamente] (Figura 17B). Estos datos indican que el reclutamiento de Rab18 a 





Figura 17: La despolimerización de la 
red de microtúbulos impide la 
asociación de Rab18 con los gránulos de 
secreción. Células transfectadas con GFP-
Rab18(Q67L) fueron tratadas con 
nocodazol 10 µM durante 1 h y el número 
de gránulos positivos para Rab18 fue 
cuantificado con la ayuda del software 
ImageJ. (A) Micrografías representativas 
de células que expresan GFP-
Rab18(Q67L) en condiciones basales 
(panel superior) y tras el tratamiento con 
nocodazol (panel inferior). En ausencia de 
nocodazol, GFP-Rab18(Q67L) se 
distribuye mayoritariamente en estructuras punteadas que corresponden con gránulos de secreción. 
Tras la despolimerización de la red de microtúbulos, el mutante activo presenta una distribución difusa 
en el citosol. Barras de escala, 5 µm. (B) Cuantificación del número de gránulos de secreción positivos 
para Rab18 en células transfectadas con la forma silvestre de Rab18 (WT) o el mutante 
constitutivamente activo [Rab18(Q67L)]. Tal como se muestra en la gráfica, el número de gránulos 
positivos para Rab18, que aumentó tras la despolarización con K+ de células transfectadas con 
Rab18WT o en células no estimuladas y transfectadas con el mutante constitutivamente activo 
[Rab18(Q67L)], disminuyó considerablemente después del tratamiento de las células con nocodazol. a, 
P < 0.05 vs. WT; b, P < 0.05 vs. WT/K+; c, P < 0.05 vs. Q67L). 
 
 
4.3.- Rab18 interacciona con la proteína motora quinesina-1 y con huntingtina 
Las proteínas Rab interaccionan con efectores específicos de manera secuencial 
para facilitar el transporte vesicular en cada una de las distintas fases de dicho 
proceso, desde la formación del gránulo a partir del compartimento de origen del 
cargo hasta la fusión con la membrana diana (Schwartz et al., 2007). Se ha 
demostrado que un número importante de proteínas Rab (e.g. Rab6, Rab7, Rab11 y 
Rab27) controlan pasos concretos de este proceso gracias al reclutamiento de 
proteínas motoras de asociación a filamentos de actina o a microtúbulos que mueven 
el cargo a lo largo de los haces del citoesqueleto (Jordens et al., 2005). Teniendo en 
cuenta nuestros resultados respecto a la relación espacial de los gránulos que 
presentan Rab18 en su superficie y los haces de microtúbulos, se investigó a 
continuación si Rab18 podría interaccionar con componentes específicos de la 
maquinaria molecular responsable del transporte de gránulos de secreción a lo largo 
de microtúbulos. Para ello, analizamos la posible asociación de Rab18 con 
componentes importantes de esta maquinaria, el complejo motor dinactina, quinesina 
y huntingtina (HTT). En primer lugar, evaluamos la relación espacial de Rab18 con 
estas proteínas usando para ello doble inmunocitoquímica o transfección, simple o 
doble, con vectores reporteros seguido de microscopía confocal.  
En primer lugar, analizamos la relación espacial de Rab18 y un componente del 
complejo motor dinactina, la proteína p150Glued, que es requerido para mantener la 
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procesividad de la proteína motora dineína y, por tanto, regula el movimiento 
centrípeto de cargos dependiente de microtúbulos (Schroer, 2004). Para ello, llevamos 
a cabo transfecciones transitorias con un vector de expresión que codifica para c-myc-
p150Glued (cedido amablemente por la Dra. Erika Holzbaur, Universidad de 
Pensilvania) y, tras 24 h, se trataron las células con KCl 53 mM y se realizó una doble 
inmunofluorescencia contra c-myc y Rab18. En la Figura 18 se muestra una imagen 
representativa de una célula PC12 que expresa c-myc-p150Glued (rojo) e inmunoteñida 
para Rab18 (verde). Como se puede observar en la imagen combinada y en la 
ampliación de una región de interés, tras la administración de K+, Rab18 se encuentra 
en estructuras vesiculares que, en muchas ocasiones, coinciden espacialmente con las 
positivas para c-myc-p150Glued
 
(índice de colocalización Mander´s 0.29 ± 0.033; n = 
24 células).  
 
 
Figura 18: Colocalización de c-myc-p150Glued con gránulos positivos para Rab18. Imágenes 
representativas de microscopia confocal de una célula PC12 transfectada con c-myc-p150Glued (rojo) e 
inmunoteñida para Rab18 (verde), donde se observa un cierto grado de colocalización de ambas 
señales fluorescentes en estructuras vesiculares. Barra de escala, 5 µm.  
 
 
Igualmente, analizamos la relación espacial de Rab18 con el motor molecular 
quinesina-1, que media el movimiento anterógrado de cargo. Para este análisis, 
utilizamos en primer lugar células PC12 transfectadas con un vector que codifica para 
la subunidad ligera de la proteína (KLC) unida al marcador fluorescente CFP (donado 
por la Dra. Kristen Verhey, Universidad de Michigan), que es la encargada de 
seleccionar y unirse a cargos específicos (Bowman et al., 2000; Verhey et al., 2001). 
Concretamente, el vector codifica la KLC unida al marcador fluorescente CFP, por lo 
que las células transfectadas se inmunotiñeron con un fluorocromo rojo (Alexa594)  
para detectar Rab18 endógena. Estos estudios mostraron que, al igual que en los casos 
anteriores, Rab18 localiza de manera difusa ocupando todo el citosol y raramente 
colocaliza con estructuras positivas para KLC (Figura 19A, panel izquierdo). Sin 
embargo, cuando se estimula la actividad secretora de las células, Rab18 se asocia a 
vesículas que, en numerosas ocasiones, presentan también en su superficie KLC 
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(Figura 19A, panel derecho). Este aumento en el grado de colocalización se puede 
apreciar mejor en la representación gráfica del valor medio del índice de 
colocalización de Rab18 y KLC en células control (n = 17) y células estimuladas con 
KCl (n = 17) (Figura 19B), donde se muestra un aumento del 43% de la 
colocalización de ambas proteínas tras el tratamiento. 
 
 
Figura 19: Colocalización de Rab18 con la subunidad ligera de la quinesina-1 KLC. (A) Imágenes 
representativas de células PC12 transfectadas con KLC-CFP (verde) e inmunoteñidas para Rab18 
(rojo) en las que se observa el aumento de colocalización de ambas señales tras el estimulo con KCl. 
Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio que muestran ambas señales 
fluorescentes antes y después de la administración de K+. *, P < 0.05 vs. Basal.  
 
También analizamos la relación de Rab18 con quinesina-1 mediante análisis de 
colocalización utilizando esta vez la subunidad pesada de la proteína motora (KIF5C) 
unida a GFP (obtenida gracias a la generosidad de la Dra. Michelle Peckham, 
Universidad de Leeds, Reino Unido). Al igual que ocurrió con KLC, el grado de 
solapamiento de ambas señales fue bajo en células no tratadas (Figura 20A, panel 
izquierdo), mientras que se pudieron observar numerosos gránulos positivos para 
ambas proteínas en células tratadas con KCl (Figura 20A, panel derecho). En la 
Figura 20B se presentan los valores medios del índice de colocalización de Rab18 y 
KIF5C, donde se puede observar que el grado de solapamiento de estas proteínas 
 
 
Figura 20: Colocalización de Rab18 con la subunidad pesada de la quinesina-1 KIF5C. (A) 
Imágenes representativas de células PC12 transfectadas con KIF5C-GFP (verde) e inmunoteñida frente 
a Rab18 (rojo), donde se observa el aumento en el índice de colocalización entre KIF5C y Rab18 tras 
la estimulación con K+. Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio que muestran 
ambas señales fluorescentes antes y después de la administración de K+. **, P < 0.01 vs. Basal. 
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aumentó significativamente tras la administración de KCl (n = 24 y n = 43 células no 
tratadas y tratadas, respectivamente).  
Para profundizar en los aspectos moleculares que rigen el sistema de anclaje y 
direccionamiento del cargo sobre microtúbulos y que puedan estar relacionados con 
Rab18, estudiamos otro componente importante de la interfaz entre microtúbulos y 
vesículas, la huntingtina (HTT). Esta proteína modula el transporte vesicular en 
ambas direcciones ya que, cuando está fosforilada en Ser421, recluta a la quinesina-1 
hacia la vesícula y los haces de microtúbulos, mientras que en su estado no 
fosforilado, la quinesina-1 se descuelga de la vesícula y se promueve el movimiento 
retrógrado mediado por dineína (Colin et al., 2008). Para analizar su relación espacial 
con Rab18, llevamos a cabo doble inmunocitoquímica para HTT y Rab18 en células 
PC12 en condiciones basales y tras la estimulación de la ruta de secreción regulada 
con KCl 53 mM. Curiosamente, el grado de colocalización de ambas inmunoseñales 
fue mayor en células PC12 no estimuladas que en células tratadas con KCl. En la 
Figura 21A se muestran imágenes de microscopía confocal representativas donde se 
puede observar el mayor grado de colocalización de las vesículas positivas para 
Rab18 con HTT en células no estimuladas (panel izquierdo) con respecto a células 
estimuladas con K+ (panel derecho). Numéricamente, esta disminución supuso un 




Figura 21: Colocalización de Rab18 con huntingtina. (A) Imágenes de microscopia confocal de 
células PC12 doblemente inmunoteñidas para Rab18 (rojo) y HTT (verde). Como se puede observar, 
existe un mayor grado de coincidencia entre las señales fluorescentes en condiciones basales que tras la 
estimulación de la ruta secretora. Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio que 
muestran ambas señales fluorescentes antes y después de la administración de K+. ***, P < 0.001 vs. 
Basal. 
 
Por otra parte, analizamos la posible interacción física de Rab18 tanto con 
quinesina-1 como con HTT y su relación con el estado de actividad de la GTPasa 
mediante Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET). La eficiencia de FRET, 
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obtenida mediante el método del triple filtro (ver Material y Métodos), se calculó 
como el porcentaje de FRET relativo al control positivo (células que expresan la 
proteína quimera CFP-15aa-YFP), considerando un valor de eficiencia de FRET 
máximo del 50% cuando CFP e YFP se encuentran a la distancia de Förster. Esta 
aproximación experimental reveló que el grado de interacción entre Rab18 y la 
cadena ligera de la quinesina-1 (KLC) es mínimo en células no estimuladas con KCl, 
como indican los valores numéricos de eficiencia de FRET obtenidos con la pareja de 
proteínas CFP-KLC/YFP-Rab18 que fueron, no obstante, 7 veces mayores que los 
observados en células transfectadas con los vectores de expresión CFP e YPF vacíos 
(-0.90 ± 1.21% vs. -6.99 ± 1.29% en células que expresan CFP-KLC/YFP-Rab18 o 
CFP/YFP, respectivamente). La interacción de Rab18 con KLC fue, sin embargo, 
evidente cuando la ruta de secreción regulada fue estimulada mediante un pulso 
despolarizante de K+ o cuando se usó el mutante constitutivamente activo 
Rab18(Q67L). Bajo estas condiciones, los valores de eficiencia de FRET obtenidos 
fueron 5.23 ± 0.21% (tras el tratamiento con K+) y 5.74 ± 0.70% [en células 
transfectadas con Rab18(Q67L)] significativamente mayores que los obtenidos en 
células transfectadas con la pareja de FRET CFP/YFP (Figura 22). 
 
Figura 22: Aplicación de la metodología de FRET para la 
determinación de la interacción física de Rab18 con KLC 
en células fijadas. Células PC12 transfectadas con CFP-KLC 
e YFP-Rab18 o CFP-KLC y el mutante constitutivamente 
activo YFP-Rab18(Q67L) antes y tras la estimulación con K+. 
La activación de Rab18 mediante la aplicación de un pulso de 
despolarización con K+ o el uso de la forma de Rab18 
constitutivamente unida a GTP inducen la asociación de 






Teniendo en cuenta la ecuación de Föster (ver Material y Métodos), la distancia 
teórica a la que se encuentran Rab18 y KLC fue de 8.97 ± 0.35 nm (tras el estímulo 
con K+) ó 8.31 ± 0.15 nm [en el caso de Rab18(Q67L)], lo que está en consonancia 
con la distancia que se puede resolver con esta técnica, que oscila entre 2 y 10 nm, y 
que es comparable al diámetro de la mayoría de las moléculas biológicas (Heyduk, 
2002). En conjunto, estos resultados indican que la estimulación de la ruta de 
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secreción regulada, que implica la activación de Rab18 y su translocación a la 
superficie de gránulos de secreción (Vazquez-Martinez et al., 2007), induce la 
asociación de esta GTPasa con KLC.  
Curiosamente, la eficiencia de FRET obtenida cuando se analizó el par de 
proteínas HTT y Rab18 resultó muy superior a la obtenida con KLC en condiciones 
basales. Concretamente, en estas condiciones, CFP-HTT e YFP-Rab18 
proporcionaron niveles de eficiencia de FRET de 22.04 ± 2.94%, valor que es algo 
mayor que el límite máximo teórico de eficiencia de FRET alcanzable en un modelo 
celular homólogo (16.7%). La distancia a la que se encuentran las dos proteínas 
calculada a partir de la eficiencia de FRET fue de 7.04 ± 0.23 nm. Después de la 
administración de K+ o en células transfectadas con el mutante activo, las eficiencias 
de FRET obtenidas fueron 10.37 y 8.54 veces menores que las observadas en 
condiciones control (2.13 ± 0.41% y 2.58 ± 0.47%, respectivamente), valores que dan 
lugar a distancias entre las moléculas de 10.52 ± 0.60 y 9.68 ± 0.34 nm y que se 
encuentran muy cerca del límite de detección de FRET para el par de fluorocromos 
CFP e YFP (10 nm) (Figura 23). 
 
Figura 23: Aplicación de la metodología de FRET para la 
determinación de la interacción de Rab18 con HTT en células 
fijadas. Células PC12 transfectadas con CFP-HTT e YFP-Rab18 o 
CFP-HTT y la forma constitutivamente activa YFP-Rab18(Q67L), 
antes y tras la estimulación con K+. Bajo condiciones basales, las 
células PC12 que expresan el par Rab18/HTT presentaron un valor 
de FRET significativamente mayor que el control negativo de la 
técnica, mientras que tras la administración de K+ o con el uso de 
Rab18(Q67L), la eficiencia de FRET disminuyó de manera 




Para explorar la dinámica temporal de la interacción de Rab18 con KLC y HTT, 
llevamos a cabo medidas simultáneas en tiempo real de la señal de YFP y CFP en 
células vivas e individuales (ver Material y Métodos). Esta aproximación 
experimental permitió descubrir que la administración de K+ causa un aumento rápido 
del nivel de señal YFP-Rab18 que está acompañado de una disminución paralela del 
nivel de fluorescencia de CFP-KLC, fenómeno que alcanzó su pico máximo a los 
12.50 ± 1.54 s (Figura 24A). Proporcionalmente, el ratio normalizado de YFP/CFP 
mostró un aumento medio de 5.29 ± 1.23% como consecuencia de la asociación 
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rápida de estas proteínas. El aumento del ratio YFP/CFP se mantuvo a lo largo del 
tiempo de registro (120 s), lo que indica que la asociación de Rab18 y KLC inducida 
por K+ es estable y duradera. En cuanto a la asociación de Rab18 y HTT, la medida de 
la dinámica temporal de FRET reveló que el tratamiento de las células con K+ 
provoca una disminución de la señal de YFP-Rab18 y un aumento concomitante de la 
señal fluorescente de CFP-HTT (Figura 24B), lo que indica que la despolarización 
inducida por K+ provoca la disociación de estas proteínas. Como promedio, el proceso 
de separación de las proteínas dio lugar a una disminución neta del ratio YFP/CFP del 
19.94 ± 6.04%, alcanzó su pico mínimo a los 18.00 ± 3.54 s y permaneció reducido 
durante todo el período de registro (120 s).  
 
Figura 24: Aplicación de la 
técnica de FRET en tiempo real 
para determinar la dinámica de 
la interacción de Rab18 con KLC 
y HTT en células vivas antes y 
después de la administración de 
K+. (A) Células transfectadas con 
CFP-KLC e YFP-Rab18. Tras el 
tratamiento con K+, se observó un 
aumento de la intensidad de YFP y 
una bajada de la de CFP, lo que 
revela que CFP está a una distancia 
inferior de 10 nm de YFP y, por 
tanto,  que su energía de emisión 
excita a YFP, lo que se puede 
resumir en un aumento en el ratio  
CFP/YFP. (B) Células PC12 
transfectadas con CFP-HTT e YFP-
Rab18. El tratamiento de las células 
con KCl produjo un aumento de la 
intensidad de CFP y una bajada de 
la correspondiente a YFP y, por 
tanto, una disminución de la transmisión de excitación de CFP a YFP, lo que es indicativo de la 
separación de los dos marcadores. 
 
Dado que la interacción de HTT y Rab18 ocurre principalmente cuando la 
GTPasa se encuentra en su estado inactivo, contemplamos la posibilidad de que su 
unión a esta proteína podría facilitar el intercambio de GDP por GTP y, con ello, 
activar la GTPasa. En este contexto, cabría esperar que variaciones en la cantidad de 
HTT provocaran alteraciones en la proporción de Rab18 translocada a la superficie de 
los gránulos de secreción en respuesta a estímulos secretores. Así pues, se diseñaron 
experimentos de sobreexpresión de HTT seguidos de fraccionamiento celular y 
Western blot para Rab18 para determinar la influencia de esta proteína sobre la 
proporción de Rab18 citosólico y de membrana. En la Figura 25A se muestra un blot 
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representativo del extracto proteico total de células transfectadas con un plásmido 
mock (panel izquierdo) y células que sobreexpresan HTT (panel derecho) y en la 
Figura 25B se representa un blot representativo de la cantidad de Rab18 en fracciones 
citosólicas y en fracciones de membrana. Como se observa en esta última, en células 
transfectadas con el plásmido mock la proporción de Rab18 asociada a membrana fue 
menor que la porción citosólica, mientras que en células que sobreexpresan HTT la 
cantidad de Rab18 asociada a membrana con respecto a la porción citosólica aumentó 
de manera considerable. Estos datos sugieren que existe una relación funcional directa 
entre la producción de HTT y la capacidad de Rab18 de unirse a los gránulos de 
secreción en respuesta a estímulos secretores y, por tanto, apoyan la idea de que HTT 
podría facilitar el reclutamiento y la interacción de GEFs con la GTPasa. 
 
Figura 25: La sobreexpresión de HTT 
aumenta la unión de Rab18 a 
membranas. (A) Control de 
sobreexpresión de YFP-HTT en células 
PC12. La inmunoreactividad contra YFP 
sólo pudo ser detectada en células 
transfectadas con el vector reportero. (B) 
Fraccionamiento y Western blot en células que sobreexpresan YFP (mock) o YFP-HTT. Como se 
muestra, la inmunoreactividad de Rab18 fue mayor en la fracción citosólica que en la de membrana en 
condiciones control, mientras que esta última aumentó significativamente en células transfectadas con 
YFP-HTT. β-actin y GM130 se incluyeron como marcadores de la fracción citosólica y de membrana, 
respectivamente. 
 
4.4.- La interacción de Rab18 con quinesina-1 inhibe la capacidad de 
movimiento de la proteína motora 
Para dilucidar el significado funcional de la interacción de Rab18 con quinesina-
1, analizamos la capacidad de movimiento (procesividad) de este motor molecular 
mediante video-microscopía usando células COS7 que sobreexpresan el mutante 
constitutivamente activo Rab18(Q67L). Así, co-transfectamos células con el vector de 
expresión que codifica para GFP-KIF5C y con DsRed (células mock) o con DsRed-
Rab18(Q67L) y, 24 horas más tarde, se procedió al seguimiento de estructuras 
vesiculares positivas para KIF5C mediante microscopía de fluorescencia. En primer 
lugar, se obtuvo una imagen de DsRed como referencia para confirmar la 
sobreexpresión de este vector [con o sin Rab18(Q67L)] en las células monitorizadas. 
A continuación, se procedió a la adquisición de imágenes de GFP-KIF5C a intervalos 
de 3 s. Transcurridos 5 min, las células se expusieron a KCl 53 mM que se mantuvo 
durante el resto de la medida (hasta 10 min de monitorización). En total se obtuvieron 
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200 imágenes por célula, de las cuales las 100 primeras corresponden al movimiento 
de vesículas positivas para GFP-KIF5C en condiciones basales y las 100 imágenes 
restantes muestran el movimiento de estas vesículas tras la estimulación de la ruta 
secretora. En las Figuras 26A y 26B, así como en el Video 5 incluido en la 
Información Suplementaria, se muestra un ejemplo representativo de una célula COS7 
transfectadas con el vector mock. Concretamente, se calcularon distintos parámetros 
de transporte de gránulos (i.e. longitud de la trayectoria y velocidad de los gránulos), 
prestando especial atención a las variaciones que podían sufrir los mismos en 
respuesta a la estimulación del proceso secretor. Así, en células transfectadas con el 
vector mock, la velocidad media de los gránulos positivos para GFP-KIF5C fue de 
0.16 ± 0.003 µm/s y el coeficiente de difusión de 0.62 ± 0.03 x 10-10 cm2/s. Por otra 
parte, la exposición de las células a la solución de K+ produjo un aumento 
significativo de la velocidad de los gránulos (0.19 ± 0.006 µm/s) y de su coeficiente 
de  difusión (0.93. ± 0.07 x 10-10 cm2/s).  En la Figura 21C se presentan las 
comparaciones gráficas de estos parámetros en células COS7 co-transfectadas con 
DsRed y GFP-KIF5C y monitorizadas bajo condiciones basales y tras la estimulación 
con K+ y en la Figura 26D se muestra un ejemplo representativo de la tendencia de la 
velocidad a lo largo del tiempo de una vesícula positiva asociada a GFP-KIF5C antes 
y después de la estimulación de la ruta secretora. Como se observa en este último 
panel, este gránulo, al igual que la mayoría de los gránulos analizados, aumenta 
rápidamente su velocidad inmediatamente después de la administración de K+. 
Por su parte, en células COS7 transfectadas con el mutante constitutivamente 
activo de Rab18 (Figuras 27A y 27B, así como el Video 6 incluido en la Información 
Suplementaria), la cinética del desplazamiento de las vesículas positivas para GFP-
KIF5C en células antes de la estimulación (velocidad 0.13 ± 0.003 µm/s; coeficiente 
de difusión 0.45 ± 0.02 x 10-10 cm2/s) fue similar a la observada en células no 
transfectadas con Rab18(Q67L) bajo condiciones basales. Las diferencias más 
llamativas en la dinámica de movilización de quinesina-1 entre ambos grupos de 
células (i.e. células que sobreexpresan Rab18(Q67L) con respecto a células 




Figura 26: Video-microscopía en células vivas transfectadas con DsRed (mock) y GFP-KIF5C,  
monitorizadas en condiciones  basales y tras un estimulo con K+. (A) Célula mock representativa en 
la que se muestra la capacidad de movimiento de KIF5C a lo largo de microtúbulos. Barra de escala, 5 
µm (B) Imagen representativa de la expresión del vector DsRed en la célula analizada. (C) 
Comparación entre los diferentes parámetros del experimento. La exposición de las células a la 
solución de KCl produjo un aumento significativo de la velocidad media y en el coeficiente de 
difusión. (D) Patrón de movimiento de un gránulo positivo para DsRed-Rab18(Q67L) antes y después 
del tratamiento con K+. *** P < 0.001 vs. C.  
 
contrario de lo observado en las células que no expresaban Rab18(Q67L), la 
velocidad media de las vesículas positivas para GFP-KIF5C a lo largo de las 
trayectorias en células que se transfectaron con Rab18(Q67L) disminuyó tras la 
administración de K+ (0.09 ± 0.003 µm/s; Figura 27C). Igualmente, el coeficiente de 
difusión se vio reducido significativamente con respecto al período previo al 
tratamiento (0.29 ± 0.06 x 10-10 cm2/s, respectivamente; Figura 22C). En la Figura 
27D se muestra un ejemplo representativo del patrón de movimiento de KIF5C antes 




Figura 27: Estudios de video-microscopía en tiempo real de células transfectadas con DsRed-
Rab18(Q67L) y GFP-KIF5C,  monitorizadas en condiciones  basales y tras estimulación con K+. 
(A) Ejemplo representativo de los gránulos positivos para KIF5C, subrayando las diferentes 
trayectorias que siguen dichos gránulos. Barra de escala, 5 µm. (B) Imagen representativa de la 
expresión del vector DsRed-Rab18(Q67L) en células transfectadas con dicho vector. (C) Comparación 
entre la velocidad media y el coeficiente de difusión antes y tras el estímulo con KCl. La velocidad de 
desplazamiento de las vesículas positivas para GFP-KIF5C en células disminuyó de manera 
significativa tras la adición de K+. (D) Ejemplo del patrón de movimiento dependiente de KIF5C de un 
gránulo antes y después del tratamiento con K+. ***, P < 0.001;  * P < 0.05 vs. C. 
 
4.5.- Búsqueda de otras proteínas de interacción con Rab18 en células 
neuroendocrinas 
A continuación, y con el fin de comprender mejor el modo de acción de Rab18, 
nos propusimos ampliar la lista de efectores de la GTPasa. El estudio del interactoma 
de Rab18 se llevó a cabo siguiendo una estrategia que incluye diferentes 
aproximaciones experimentales: inmunoprecipitación, cromatografía líquida FPLC 




Mediante la inmunoprecipitación en células PC12 transfectadas con un vector de 
expresión que codifica c-myc-Rab18, pudimos aislar una proteína que sólo aparecía 
en los extractos de proteínas que habían sido inmunoprecipitados utilizando el 
anticuerpo para c-myc (Figura 28). En la Figura 28A se muestran los controles de la 
técnica, que incluyen la comprobación de la ausencia o presencia de Rab18 en las 
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fracciones obtenidas a partir del extracto total (INPUT), sobrenadante (SN), tras lavar 
la columna de inmunoprecipitación (Washout) y tras la elución de las proteínas 
retenidas en la columna (IP) en extractos de células transfectadas con un vector mock 





En la Figura 28B se comparan los patrones de migración diferencial de las 
fracciones IP de células transfectadas con el vector mock (C) o con c-myc-Rab18 (T). 
En esta última figura, cabe destacar la presencia de una banda de aproximadamente 
80 kDa en la fracción IP obtenida a partir de células transfectadas con c-myc-Rab18 
que no estaba presente en la misma fracción de células transfectadas con el vector 
mock. Esta proteína fue identificada por MALDI-TOF/TOF como la proteína Rab 
GDP dissociation inhibitor-2 (GDI2) (Figura 28B), que, como se ha mencionado en 
la Introducción, interacciona con GTPasas Rab impidiendo que éstas unan GTP y se 
anclen a sus membranas diana, por lo que mantienen a las proteínas Rab en el citosol 
en su estado inactivo (Pfeffer y Aivazian, 2004). 
Para comprobar si la asociación de GDI2 con Rab18 afecta a la movilidad neta de 
los gránulos de secreción, analizamos el movimiento de las vesículas positivas para 
NPY-GFP en estado basal y tras el estimulo con K+ en células carentes de ruta de 
secreción regulada (COS-7) y en la línea celular neuroendocrina PC12 transfectadas 
con DsRed-GDI2. Así, se co-transfectaron células con el vector de expresión que 
Figura 28: Ensayo de inmunoprecipitación para 
identificar posibles interactores de Rab18. (A) 
Inmunoblots de extractos de células PC12 
transfectadas con c-myc (C) o c-myc-Rab18 (T) e 
inmunoteñidos para Rab18. Como se observa, sólo 
aparece inmunoreactividad en las fracciones total 
(INPUT), sobrenadante (SN), e inmunoprecipitado 
(IP) a partir de los extractos de células transfectadas 
con c-myc-Rab18. (B) Electroforesis de las fracciones 
IP de células transfectadas con el vector c-myc (C) y 
con c-myc-Rab18 (T) y posterior tinción del gel con 
Sypro. Aquellas bandas que sólo aparecían en la 
fracción IP en células transfectadas fueron elegidas 
para su identificación mediante MALDI-TOF/TOF. 
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codifica para NPY-GFP y con el vector DsRed (mock) o con DsRed-GDI2, y después 
de 24 h de co-transfección, se monitorizó el movimiento de las vesículas positivas 
para NPY-GFP antes y después de la administración de un pulso despolarizante de 
K+. De la misma manera que durante el análisis de la procesividad de KIF5C, se 
adquirieron imágenes de NPY-GFP a intervalos de 3 s, recogiendo un total de 200 
imágenes por célula, de la cuales las 100 primeras corresponden al movimiento de 
vesículas positivas para NPY-GFP en condiciones basales y las 100 imágenes 
restantes muestran el movimiento de estas vesículas tras la estimulación de la ruta de 
secreción regulada. En las Figuras 29A y 29B, así como en el Video 7 incluido en la 
Información Suplementaria se muestra un ejemplo representativo de una célula COS-
7 transfectada con DsRed (mock) para la que se calculó la velocidad (0.14 ± 0.001 
µm/s) y el coeficiente de difusión (0.53 ± 0.01 x 10-10 cm2/s) de los gránulos positivos 
para NPY-GFP. Tal como se refleja en la Figura 29C, el tratamiento con KCl indujo 
un aumento significativo de la velocidad de los gránulos (0.16 ± 0.001 µm/s) y de su 
coeficiente de  difusión (0.63. ± 0.01 x 10-10 cm2/s). Y en la Figura 29D se muestra un 
 
 
Figura 29: Seguimiento temporal de la dinámica del movimiento de gránulos positivos para NPY-
GFP en células COS-7 transfectadas con DsRed (mock). (A) Célula representativa en la que se ha 
monitorizado el movimiento de los gránulos de secreción que contienen NPY-GFP. Barra de escala, 5 
µm. (B) Comprobación de la transfección con el vector DsRed. (C) Comparación gráfica de los 
diferentes parámetros analizados en el experimento. La estimulación de las células con K+ provocó un 
aumento significativo de la velocidad (14.3%) y el coeficiente de difusión (18.9%) de los gránulos que 
presentan NPY. (D) Ejemplo representativo del patrón de movimiento de un gránulo positivo para 
NPY-GFP antes y después del tratamiento con K+. ***, P < 0.001 vs. C.  
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ejemplo representativo de la tendencia de la velocidad a lo largo del tiempo de una 
vesícula positiva asociada a NPY-GFP antes y después de la estimulación de la ruta 
secretora. Como se observa en este último panel, este gránulo, al igual que la mayoría 
de los gránulos analizados, aumenta rápidamente su velocidad inmediatamente tras la 
administración de K+. 
Por otra parte, en las Figuras 30A y 30B, y en el Video 8 incluido en la 
Información Suplementaria se muestra la cinética del desplazamiento de las vesículas 
positivas para NPY-GFP en células COS-7 que sobreexpresan DsRed-GDI2. Así, en 
condiciones basales los valores de velocidad de los gránulos (0.15 ± 0.003 µm/s) y su 
coeficiente de difusión (0.60 ± 0.024 x 10-10 cm2/s) fueron similares a los obtenidos 
en células transfectadas con el plásmido DsRed (mock). Asimismo, tras la 
administración de K+, la velocidad (0.20 ± 0.003 µm/s) y el coeficiente de difusión 
(1.01 ± 0.08 x 10-10 cm2/s) aumentaron, al igual que ocurrió en células transfectadas 
con DsRed, aunque en este caso el aumento resultó significativamente mayor que en 
las células transfectadas con el vector mock. En la Figura 30C se presentan las 
comparaciones numéricas de estos parámetros en células COS-7 co-transfectadas con 
 
 
Figura 30: Estudios de video-microscopía en células COS-7 co-transfectadas con DsRed-GDI2 y 
GFP-NPY y monitorizadas antes y después de la administración de K+. (A) Ejemplo representativo 
del movimiento de los gránulos de secreción que contienen NPY-GFP en una célula COS-7 que 
expresa DsRed-GDI2 y NPY-GFP. Barra de escala, 5 µm. (B) Imagen de referencia de la señal de 
Dsred-GDI2 en la célula mostrada en (A). (C) Comparación de la velocidad media y del coeficiente de 
difusión de los gránulos positivos para NPY-GFP antes y después del tratamiento con KCl. La 
estimulación de las células provocó un aumento de la velocidad media (33.3%) y del coeficiente de 
difusión (68.3%) de los gránulos. (D) Ejemplo representativo del patrón de movimiento de un gránulo 
positivo para NPY-GFP antes y después del tratamiento con K+. ***, P < 0.001 vs. C.  
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DsRed-GDI2 y NPY-GFP y monitorizadas bajo condiciones basales (C) y tras la 
estimulación con K+ (KCl) y en la Figura 30D se muestra un ejemplo representativo 
de la trayectoria y la velocidad a lo largo del tiempo de un gránulo con NPY-GFP en 
estas células.  
Esta aproximación experimental también fue llevada a cabo en células PC12, que 
presentan una ruta de secreción regulada canónica. Así, mientras que en células mock 
el tratamiento con K+ indujo aumentos modestos de la velocidad de los gránulos de 
secreción que contienen NPY-GFP (0.16 ± 0.025 µm/s vs. 0.20 ± 0.033 µm/s, antes y 
después de la administración de K+, respectivamente) y su coeficiente de difusión 
(0.71 ± 0.23 x 10-10 cm2/s vs. 1.15 ± 0.38 x 10-10 cm2/s, antes y después de la 
administración de K+, respectivamente), en células que sobreexpresan GDI2, la 
movilidad de los gránulos de secreción fue ya mayor en condiciones basales 
(velocidad: 0.20 ± 0.011 µm/s) y, tras la administración de K+, aumentó hasta 
alcanzar 0.25 ± 0.015 µm/s. Igualmente, el coeficiente de difusión de los gránulos con 
NPY fue mayor en células transfectadas con GDI2 que en células mock no 
estimuladas (1.02 ± 0.12 x 10-10 cm2/s) y alcanzó un valor de 1.61 ± 0.19 x 10-10 cm2/s 
después de la administración de K+. En las Figuras 31 y 32 y en los Videos 9 y 10 
incluidos en la Información Suplementaria se muestran ejemplos representativos de 
una célula PC12 co-transfectada con el vector DsRed y NPY-GFP (Figura 31) y de 
una célula co-transfectada con DsRed-GDI2 y NPY-GFP (Figura 32), así como las 
comparaciones estadísticas de los valores medios. 
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Figura 31: Estudios de video-microscopía en células PC12 co-transfectadas con DsRed y GFP-
NPY y monitorizadas antes y después de la administración de K+. (A) Ejemplo representativo del 
movimiento de los gránulos de secreción que contienen NPY-GFP en una célula PC12 que expresa 
DsRed y NPY-GFP. Barra de escala, 5 µm. (B) Imagen de referencia de la señal de DsRed en la célula 
mostrada en (A). (C) Comparación de la velocidad media y del coeficiente de difusión de los gránulos 
positivos para NPY-GFP antes y después del tratamiento con KCl. La estimulación de las células 
provocó un aumento de la velocidad media (25%) y del coeficiente de difusión (62%) de los gránulos. 
(D) Ejemplo representativo del patrón de movimiento de un gránulo positivo para NPY-GFP antes y 
después del tratamiento con K+. *, P < 0.05 vs. C.   
 
Figura 32: Dinámica del movimiento de gránulos positivos para NPY-GFP en células PC12 que 
sobreexpresan DsRed-GDI2. (A) Célula representativa en la que se ha monitorizado el movimiento 
de los gránulos de secreción que contienen NPY-GFP. Barra de escala, 5 µm. (B) Comprobación de la 
transfección con el vector DsRed-GDI2 en la célula mostrada en (A). (C) Comparación gráfica entre 
los diferentes parámetros analizados en el experimento. La estimulación de las células con K+ provocó 
un aumento significativo de la velocidad (25%) y del coeficiente de difusión (58%) de los gránulos que 
presentan NPY. (D) Ejemplo representativo del patrón de movimiento de un gránulo positivo para 
NPY-GFP antes y después del tratamiento con K+. ***, P < 0.001 vs. C.  
* 
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4.5.2.- Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) 
La cromatografía líquida de alta resolución FPLC nos permitió la purificación y 
separación de las proteínas de los extractos de células transfectadas con el vector 
mock y de células transfectadas con c-myc-Rab18, utilizando una columna de 
exclusión de alto peso molecular. Así, tras la separación electroforética de las 
distintas fracciones bajo condiciones nativas, pudimos determinar la presencia de 
Rab18 en fracciones enriquecidas en proteínas con pesos moleculares superiores a 25 
kDa, lo que implicaba la asociación de la GTPasa con una proteína presente en dicha 
fracciones. La tinción con rojo Ponceau confirmó la correcta separación de las 
proteínas según su peso molecular, de manera que éstas se distribuyen de acuerdo a 
un gradiente decreciente donde en las calles a, b y c abundan proteínas de alto peso 
molecular (> 75 kDa), mientras que las calles d, e, f y g están enriquecidas en 
proteínas de pesos moleculares menores (< 75 kDa) (Figura 33A). El inmunomarcaje 
de las proteínas de las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo anti-c-myc 
demostró que las calles d y e (Figura 33B) de las fracciones de las células 
transfectadas con c-myc-Rab18 son las que presentaban un inmunomarcaje más alto, 
por lo que podrían contener interactores potenciales de la GTPasa. Estas se mezclaron 
y se enviaron a la unidad de proteómica del Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación de la Universidad de Córdoba (SCAI) para la identificación de las 
proteínas presentes en las mismas por nano-HPLC-Espectrometría de masas mediante 
el analizador de trampa de iones. También se identificaron las proteínas de las 
fracciones d y e del extracto proteico de las células mock que presentaron el mismo 
perfil de separación  para ser nuestro control del experimento. Entre las proteínas 
identificadas en la fracción d-e de células transfectadas con c-myc-Rab18 pero no con 
el vector mock, encontramos una que podía estar relacionada con la regulación de la 
actividad de las proteínas Rab, la farnesil-bifosfato sintasa [(FDS); también 
denominada farnesil-pirofosfato sintasa]. Esta enzima interviene en la ruta del 
mevalonato y, junto con la geranilgeranil bifosfato sintasa (GGDS) y la geranilgeranil 
transferasa (RabGGT), media la síntesis y transferencia de una cadena lipídica de tipo 
prenilo a las GTPasas Rab, lo que permite a éstas anclarse a la membrana del 
orgánulo diana una vez activas (Pereira-Leal y Seabra, 2001). 
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Figura 33: Separación de proteínas según su 
peso molecular mediante FPLC. Los extractos 
proteicos de células PC12 transfectadas con el 
vector mock o con c-myc-Rab18 fueron 
fraccionados y purificados usando una columna de 
exclusión molecular para FPLC. (A) Tinción con 
Ponceau de las membranas  de nitrocelulosa, 
incluyendo las diferentes fracciones obtenidas. Se 
observa un gradiente de peso molecular en el 
contenido proteico de las distintas fracciones. (B) 
La incubación de las membranas mostradas en (A) 
con el anticuerpo anti-c-myc reveló bandas 
especialmente enriquecidas en c-myc-Rab18 en las 




4.5.3.-Ensayo de Doble Híbrido de Levadura (Yeast Two-Hybrid screen; Y2H) 
Esta estrategia de high-throughput nos ha permitido ampliar en gran medida la 
identificación de proteínas que interaccionan con Rab18. Para ello, construimos dos 
versiones diferentes del vector que expresan la proteína cebo: uno codifica para la 
versión silvestre de Rab18 y el otro codifica para el mutante constitutivamente activo 
Rab18(Q67L). Específicamente, realizamos el escrutinio de una librería comercial de 
cDNA de cerebro de ratón. Para ello, se clonaron los genes de interés en el vector de 
expresión de levaduras pGBKT7 en el extremo 3’ del dominio de unión al ADN de 
GAL4 (DNA-BD), con el que se transfectó la cepa de Saccharomyces cerivisiae 
Y187. A continuación, verificamos la expresión de las proteínas cebo en levaduras 
mediante Western blot (Figura 34), que no resultó tóxica para Saccharomyces ni 





Figura 34: Análisis de la sobreexpresión de Rab18 y Rab18(Q67L) en 
la cepa de levadura Y187. Extractos de levaduras transfectadas con los 
vectores pGBKT7-Rab18 o pGBKT7-Rab18(Q67L) y el vector pGBKT7   
analizados por Western blot para c-myc. El inmunomarcaje de la 
membrana de nitrocelulosa con anti-c-myc reveló bandas en las muestras 
de las levaduras transfectadas con pGBKT7-Rab18 y pGBKT7-
Rab18(Q67L) y no en el control. El peso correspondiente de estas bandas  
es de aproximadamente 40 kDa, lo que equivale a la suma de los  pesos 
teóricos de Rab18 y del dominio de unión al ADN de GAL4 que está 





Finalmente, se procedió al emparejamiento de las cepas que expresan las 
proteínas cebo con colonias que expresan los diversos fragmentos de ADN de la 
librería de cerebro de ratón. Las colonias positivas se seleccionaron mediante 
crecimiento en ausencia de leucina y triptófano (selección de dobles transformantes) y 
posteriormente se procedió a su crecimiento en ausencia de leucina, triptófano, 
adenina e histidina y en presencia de α-x-Gal (medio QDO para la selección de 
dobles transformantes con capacidad de activación de GAL4) (Figura 35). 
 
Figura 35: Selección de dobles transformantes con capacidad de activación de GAL4. (A) Control 
negativo del emparejamiento. Las cepas de levaduras Y2HGold  y Y187 se transformaron con los 
plásmidos  pGBKT7-Rec y pGBKT7-Lam, se emparejaron y se sembraron en placas sin leucina, 
triptófano, adenina e histidina, lo que resultó en el crecimiento de colonias blancas por no tener la 
capacidad de metabolizar α-x-Gal. (B) Control positivo del emparejamiento. Las cepas de levaduras 
Y2HGold  y Y187 se transformaron con los plásmidos pGBKT7-Rec y pGBKT7-53. Tras el 
emparejamiento, se sembraron en placas con medio QDO en presencia de α-x-Gal. Tras la incubación, 
crecieron colonias azules debido a la producción de GAL4 y que, por tanto, son capaces de metabolizar 
α-x-Gal. (C) Emparejamiento de la cepa que expresa Rab18 con la cepa Y2Hgold transformada con 
distintos fragmentos de ADN de la librería de cerebro de ratón. La interacción entre la proteína 
quimera Rab18-Dominio de unión al ADN y cualquier otra proteína que lleve el dominio de activación 
transcripcional GAL4, permite la activación de los genes reporteros (AUR1-C, ADE2, HIS3 y MEL1) 
y, por tanto, el crecimiento de colonias azules en el medio QDO con α-x-Gal. 
 
En total, se obtuvieron 23 clones positivos usando como cebo la forma silvestre 
de la GTPasa y 5 clones usando como cebo el mutante constitutivamente activo. Tras 
la extracción y purificación del ADN genómico de las colonias positivas, se llevó a 
cabo la secuenciación de aquellos fragmentos correspondientes de ADN de la librería. 
Tras la extracción y purificación del ADN genómico de los clones que presentaron 
reacción de amplificación (Figura 36), se llevó a cabo la secuenciación de los mismos 
(Servicio Central de Apoyo a la Investigación de la Universidad de Córdoba; SCAI). 
En la Tabla 11 se muestra la lista de proteínas identificadas, incluyendo la función 




Figura 36: Screening por PCR de las colonias de levaduras positivas. Las colonias que crecieron en 
medio QDO en presencia de α-x-Gal se picaron y se procesaron según las instrucciones del kit de PCR 
comercial para la amplificación del cDNA de la librería clonado en la cepa Y2HGold. La electroforesis 
de las mezclas de PCR resultantes demostró  la presencia de secuencias de cDNA de diferentes 
tamaños (250-2500 pbs) que corresponden a genes que codifican para proteínas que interaccionan con 
Rab18.  
 
Tabla 11: Proteínas identificadas mediante Y2H como posibles interactores de la forma silvestre de 








Del total de proteínas identificadas con la forma silvestre de Rab18, cabe destacar 
la isoforma KIF5C de la cadena pesada de la quinesina-1, lo que confirma los 
resultados de inmunolocalización y FRET presentados en los apartados anteriores. 
Además, encontramos otras proteínas implicadas en el tráfico intracelular (i.e. 















































































































































































RASGEF1B), varias isoformas de proteínas quinasas (i.e. isoformas 1 y 2 de ARAF), 
enzimas (i.e. SDHA, CEPT1, CoA-isomerasa, USP11) y proteínas involucradas en la 
biogénesis de endosomas (i.e. CHMP1B) y lisosomas (i.e. pallidin). En el caso 
concreto de pallidin, esta proteína forma parte de un complejo multiproteico (BLOC-
1; biogenesis of lysosome-related organelles complex) al que también pertenecen 
muted, cappuccino y dysbindin (Falcon-Perez et al., 2002). Esta última proteína es 
estructuralmente parecida a DBNDD2, lo que nos condujo a pensar que también 
podrían estar funcionalmente relacionadas. Recientemente, se ha demostrado que 
BLOC-1 no sólo regula la función lisosomal, sino también la biogénesis de gránulos, 
el tráfico de vesículas sinápticas, la clasificación de proteínas y ciertos eventos de 
fusión de membranas (Larimore et al., 2011). Además, el complejo BLOC-1 
interacciona con varias proteínas Rab (i.e. Rab11, Rab32 y Ra38), por lo que se ha 
sugerido que BLOC-1 puede funcionar como complejo efector de estas GTPasas 
(Hermann et al., 2012). Así pues, nos propusimos confirmar y profundizar en la 
relación funcional entre Rab18 y componentes del complejo BLOC-1. 
 
4.5.4.- Localización subcelular de posibles efectores de Rab18 
En primer lugar, realizamos estudios de localización intracelular de Rab18 y 
pallidin o DBNDD2, para lo cual células PC12 se transfectaron con los vectores de 
expresión GFP-pallidin, (donado generosamente por el Dr. Juan S. Bonifacino, 
National Institute of Health; EEUU) o DsRed-DBNDD2 (clonado por nosotros 
durante el transcurso de este trabajo). Tras 24 h, las células se trataron o no con 
solución de KCl 53 mM y finalmente se inmunotiñeron para Rab18. 
En células transfectadas con el vector GFP-pallidin, la señal fluorescente se 
asoció a estructuras de tipo vesicular (Figura 37A). En cuanto a la relación de esta 
proteína con Rab18, nuestros análisis de colocalización mostraron que, en estado 
basal, una cierta proporción de las vesículas Rab18-positivas muestran también 
inmunomarcaje para este componente del complejo BLOC-1 (Figura 37A). El grado 
de coincidencia espacial entre ambos marcadores fue más evidente tras la 
estimulación de la ruta de secreción regulada (Figura 37A). Numéricamente, el 
aumento de la colocalización entre las vesículas positivas para Rab18 y pallidin 
inducido por K+ fue del 72% (n = 21 y 22 células no estimuladas y estimuladas, 




Figura 37: Colocalización de Rab18 con pallidin. (A) Imágenes representativas de microscopia 
confocal de células PC12 que expresan GFP-pallidin (verde) e inmunoteñidas contra Rab18 (rojo). 
Como se puede observar, el solapamiento de ambas señales fluorescentes (amarillo) aumentó tras el 
estímulo con KCl. Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio entre Rab18 y 
pallidin. **, P < 0.01 vs. Basal. 
 
Por otra parte, también analizamos la relación espacial entre los gránulos de 
secreción positivos para Rab18 y DBNDD2. Para ello, transfectamos células PC12 
con DsRed-DBNDD2 y posteriormente inmunoteñimos las células contra Rab18. 
Como se puede observar en la Figura 38A, que muestra células representativas en 
condiciones basales (panel izquierdo) y tras la estimulación de la ruta de secreción 
regulada (panel derecho), la coincidencia espacial de ambas señales fluorescentes fue 
significativamente menor (29%; n = 17 y 19 células no estimuladas y estimuladas, 
respectivamente; Figura 38B) en células expuestas a KCl que en células control, lo 
que sugiere que Rab18 podría interaccionar con DBNDD2 previo a la activación de la 




Figura 38: Colocalización de Rab18 con DBNDD2. (A) Imágenes representativas de microscopía 
confocal de células PC12 que expresan GFP-DBNDD2 (verde) e inmunoteñidas para Rab18 (rojo). 
Como se puede observar, la coincidencia de ambas señales fluorescentes (amarillo) disminuyó tras el 
estímulo con KCl. Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio. *, P < 0.05 vs. 
Basal. 
 
A continuación, estudiamos la relación de Rab18 con una de las proteínas 
identificadas en el ensayo de Y2H que también está relacionada con lisosomas, 
LAMP-1. Específicamente, LAMP1 transita entre los varios componentes del sistema 
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endo-lisosomal (endosomas tempranos, endosomas tardíos y lisosomas) (Cook et al., 
2004). Ya que esta proteína fue identificada como posible efector de la forma activa 
de Rab18, llevamos a cabo el análisis de colocalización de ambas proteínas en células 
PC12 estimuladas con KCl. En la Figura 39 se muestra una imagen de microscopía 
confocal representativa de una célula PC12 doblemente inmunoteñida para Rab18 
(rojo) y LAMP1 (verde), en la que se puede apreciar que ambas señales coinciden 
espacialmente en estructuras vesiculares (coeficiente de colocalización Mander’s 0.70 
± 0.019; n = 6 células).  
 
 
Figura 39: Colocalización de Rab18 con LAMP1. Imágenes representativas de microscopia confocal 
de células PC12 doblemente inmunoteñidas para LAMP1 (verde) y para Rab18 (rojo). Como se puede 
observar, existe un cierto grado de colocalización de ambas señales fluorescentes en estructuras 
vesiculares. Barra de escala, 5 µm. 
 
Finalmente, profundizamos en la posible interacción entre Rab18 y DNM3, una 
GTPasa que regula la escisión de las vesículas en formación de la membrana del 
compartimento donador (Ferguson y De Camilli, 2012). Para ello, realizamos doble 
inmunocitoquímica para Rab18 y DNM3 en células PC12 bajo condiciones basales y 
tras la estimulación con K+. Como se observa en la Figura 40, que muestra células 
representativas inmunoteñidas para Rab18 (rojo) y DNM3 (verde) (Figura 40A) y la 
representación gráfica del coeficiente de colocalización medio de ambas señales 
fluorescentes (Figura 40B), la coincidencia espacial de ambas proteínas aumenta 
significativamente tras la estimulación de la ruta de secreción regulada (n = 14 y 16 
células PC12 no estimuladas y estimuladas, respectivamente). 
Si bien en un estudio previo demostramos que Rab18 se asocia a gránulos de 




Figura 40: Colocalización de Rab18 con DNM3. (A) Imágenes representativas de microscopia 
confocal de células PC12 doblemente inmunoteñidas para DNM3 (verde) y para Rab18 (rojo). Como 
se puede observar, el grado de colocalización en estructuras vesiculares aumenta (50%) tras la 
administración de KCl. Barra de escala, 5 µm. (B) Representación gráfica del índice de colocalización 
medio. *, P < 0.05 vs. Basal. 
 
(NPY, ACTH, SgII y CgA) (Vazquez-Martinez et al., 2007), el hecho de que los 
resultados del ensayo de doble híbrido de levadura sugieran que Rab18 puede 
interaccionar con ciertas subunidades de complejos proteicos involucrados en la 
biogénesis de lisosomas y otros compartimentos vesiculares relacionados con éstos 
(BLOC-1) y se localiza en vesículas que presentan marcadores típicos del sistema 
endo-lisosomal (LAMP1), nos ha hecho preguntarnos de nuevo por la naturaleza 
exacta de las vesículas a las que se asocia Rab18. En este sentido, es importante 
mencionar la existencia de un compartimento intermedio, los ISGs, donde se continúa 
con el procesamiento proteolítico de los péptidos de secreción almacenados en éstos y 
con la clasificación y extracción de productos cuyos destinos finales son diferentes a 
la ruta de secreción regulada, incluyendo enzimas hidrolíticas y proteínas propias de 
la ruta de secreción constitutiva (Morvan y Tooze, 2008). Por tanto, a continuación 
exploramos la posibilidad de que Rab18 se asocie a ISGs y, para ello, llevamos a cabo 
doble inmunocitoquímica para Rab18 y un marcador de ISGs, la sinaptotagmina IV 
(Ahras et al., 2006; Fukuda et al., 2003), en células PC12 estimuladas o no con KCl. 
En la Figura 41A se muestran células representativas en condiciones basales (panel 
izquierdo) y tras la estimulación de la ruta de secreción regulada (panel derecho) y la 
coincidencia espacial de ambas señales fluorescentes, que fue significativamente 
mayor (180%; Figura 41B) en células expuestas a KCl que en células control, lo que 




Figura 41: Colocalización de Rab18 con sinaptotagmina IV. (A) Imágenes de microscopía confocal 
de células PC12 doblemente inmunoteñidas para Rab18 (rojo) y sinaptotagmina IV (verde). Como se 
puede observar, la estimulación de la ruta secretora aumente el grado de coincidencia entre las señales 
fluorescentes. Barras de escala, 5 µm. (B) Coeficiente de colocalización medio que muestran ambas 
señales fluorescentes antes y después de la administración de K+. ***, P < 0.001 vs. Basal. 
 
4.6.1.- Rab18 en feocromocitomas humanos 
De manera paralela a los estudios de colocalización de Rab18 con las proteínas 
seleccionadas a partir del ensayo de Y2H, y gracias a la amable colaboración de los 
Dres. Mercedes Robledo y Aguirre A. de Cubas (CNIO, Madrid), tuvimos la 
oportunidad de analizar la expresión de Rab18 en microarrays obtenidos a partir de 
muestras de neoplasias de células derivadas de la cresta neural, procedentes bien de la 
médula adrenal (i.e., feocromocitomas) o de origen simpático y localización extra-
adrenal (i.e. paragangliomas) (Timmers et al., 2009). De manera específica, el análisis 
se realizó sobre muestras de tumores portadores de mutaciones en la línea germinal de 
genes que se ha demostrado que causan feocromocitoma o paraganglioma hereditario: 
las subunidades D y B de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (SDHB y 
SDHD), el supresor tumoral implicado en la degradación del factor de hipoxia HIF-
1α, Von Hippel–Lindau (VHL), el receptor tirosina quinasa (RET), neurofibromina 1 
(NF1), la proteína transmembrana 127 (TMEM127), y el factor de transcripción MAX 
(MYC-associated factor X) (de Cubas et al., 2013; Gimenez-Roqueplo et al., 2012; 
Jimenez et al., 2006). Adicionalmente, los tumores fueron clasificados según su 
carácter benigno o maligno. 
Además de Rab18, y en consonancia con los criterios que aplicamos para 
seleccionar los genes entre aquellos derivados del análisis de Y2H para los estudios 
de colocalización, decidimos evaluar también la expresión de pallidin (PLDN) en 
estos tumores, extendiendo en este caso el análisis a otros componentes del complejo 
BLOC-1, incluyendo muted, snapin (SNAPAP) y cappuccino (CNO) (Bonifacino, 
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2004). Adicionalmente, investigamos la expresión de DBNDD2 y DNM3, así como la 
de LAMP-1, ampliando además el estudio a  sinaptotagmina IV (SYT4).  
En la Tabla 12 se muestran los resultados de expresión de estos genes en los 
distintos tipos de tumores. Como puede observarse, la expresión de Rab18 fue 
cuantitativamente menor en todos los tumores investigados en comparación a los 
niveles de expresión existentes en muestras de médula adrenal normal, aunque las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas, salvo en el caso de los tumores 
benignos, para los que disponíamos de un número de muestras mayor que en los otros 
tipos de tumores. Por el contrario, la expresión de GDI2  fue normalmente mayor en 
la mayoría de los tumores. Curiosamente, todos los componentes del complejo 
BLOC-1 mostraban niveles de expresión reducidos en los tumores.  Por el contrario, 
la expresión de DBNDD2 y DNM3 aumentó en los tumores en relación a lo 
observado en condiciones normales. 
 
Tabla 12: Comparación de la expresión de Rab18 y los posibles interactores de la GTPasa en tumores 




De manera adicional a los estudios de expresión, evaluamos la correlación entre 
la expresión de Rab18 y los otros genes en las muestras de tumores (Tabla 13). En el 
caso de los tumores benignos que, como hemos indicado, incluye el grupo de tumores 
más numeroso, encontramos una correlación entre la expresión de Rab18 y la de 
GDI2,  DBNDD2 y DNM3. Es importante resaltar que la correlación entre la GTPasa 
y GDI2 se mantuvo en otros tipos de tumores (i.e., con mutaciones en VHL, RET, 
TMEM127 o MAX). Finalmente, la expresión de Rab18 también se correlacionó con 
la de LAMP1 en los tumores benignos. Ocasionalmente, la expresión de Rab18 
correlacionó con la de sinaptotagmina IV (tumores mutantes en NF-1) y, 
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curiosamente, la expresión de esta proteína correlacionó con la de LAMP1 en todos 
los tumores analizados. 
 
Tabla 13: Correlaciones en la expresión de los genes de interés con respecto al nivel de expresión de 




Por último, destacar que, sobre la base de los resultados encontrados, llevamos a 
cabo un análisis de los factores de transcripción reguladores de la expresión de Rab18 
y LAMP1, así como de sinaptotagmina IV, usando el algoritmo de predicción 
UNIGENE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/). Tal como se muestra en la Tabla 
14, Rab18 comparte con LAMP1 22 de los 25 factores de transcripción 
potencialmente reguladores de esta GTPasa. Por su parte, de los 10 factores de 
transcripción predichos para sinaptotagmina IV, todos ellos también se identificaron 
para Rab18 y 9 de ellos para LAMP1.  
Tabla 14: Factores de transcripción que regulan la expresión de los genes RAB18, LAMP1 y SYT4. 
En rojo se muestran aquellos factores que son comunes para los tres genes y se señala subrayado un 
factor regulador común de la expresión de RAB18 y SYT4.  
 
Gen Factores de Transcripción 
RAB18 
H3K27me3, H3K4me3, FOXP3, ETV1, H3K27ac, H3K9ac, H3K4me2, H3K4me1, CTCF, 
H3K9me3, E2F1, CREBBP, ETS1, ELK4, TRIM28, CDX2, CEBPB, POU5F1, SPI1, 
H3K79me2, EP300, RNA Pol II, EOMES, GATA3, ESRRA, FOXA1, HNF4A 
LAMP1 
H3K27me3, H3K4me3, H3K27ac, H3K4me2, H3K9ac, H3K4me1, CTCF, FOXP1, E2F1, 
CREBBP, ETS1, TRIM28, NFATC1, CTNNB1, CEBPB, POU5F1, SPI1, H3K79me2, 
EP300, RNA Pol II, GATA3, ESRRA, FOXA1, CDX2, HNF4A 
No se puede mostrar la imagen en este momento.
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La ruta de secreción regulada es un proceso que sucede en múltiples etapas 
secuenciales estrechamente reguladas (Bonifacino y Glick, 2004). Cada etapa está 
gobernada por un número importante de proteínas responsables de coordinar espacial 
y temporalmente los eventos que tienen lugar en un momento determinado. Entre 
todas las proteínas reguladoras de la ruta de secreción, cabe destacar la familia de las 
GTPasas de bajo peso molecular Rab, que han sido consideradas como las encargadas 
de organizar todos los compartimentos membranosos intracelulares y orquestar sus 
desplazamientos e interrelaciones (Zerial y McBride, 2001). Aunque en las últimas 
dos décadas se ha avanzado enormemente en la identificación y caracterización 
funcional de estas GTPasas, dado el elevado número de proteínas Rab expresadas en 
mamíferos [más de 60 en humanos (Colicelli, 2004; Zerial y McBride, 2001)] y la 
complejidad del sistema, todavía se desconoce el papel preciso de muchas de estas 
proteínas en relación al proceso secretor. Una de las proteínas Rab de la que se 
comienza a tener mayor información es Rab18. Se ha propuesto que Rab18 regula el 
tráfico de endosomas en células epiteliales (Lutcke et al., 1994), de gotas lipídicas en 
adipocitos (Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005; Pulido et al., 2011), de gránulos de 
secreción en células (neuro)endocrinas (Vazquez-Martinez et al., 2007), y de 
vesículas procedentes de la red cis del complejo de Golgi en fibroblastos (Dejgaard et 
al., 2008). En concreto, en células que poseen una ruta de secreción regulada 
canónica, como las células (neuro)endocrinas, Rab18 se asocia a gránulos de 
secreción, lo que conlleva una inhibición de su capacidad de movimiento hacia la 
membrana plasmática en respuesta a estímulos extracelulares (Vazquez-Martinez et 
al., 2007). Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos moleculares que 
subyacen en la acción de Rab18 en este compartimento secretor o la trascendencia 
funcional de dicha acción. En este sentido, en el presente estudio hemos profundizado 
en los procesos moleculares que vinculan la asociación de Rab18 a la superficie de los 
gránulos a una disminución de su movimiento. Para ello, hemos investigado la 
cinética de movimiento de los gránulos de secreción positivos para Rab18 mediante 
video-microscopía. También hemos abordado la identificación de las proteínas que 
interaccionan con Rab18 y que, en última instancia, son las responsables de traducir la 
información química implícita en la GTPasa en información mecánica, mediante una 
estrategia multifacética que ha incluido estudios de FRET, protocolos de 
inmunoprecipitación, o de cromatografía líquida combinados con espectrometría de 
masas y ensayo de doble híbrido de levaduras. Finalmente, estos estudios se han 
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confirmado y extendido para ciertas de las proteínas identificadas por alguno de estos 
sistemas y que considerábamos que eran los mejores candidatos como reguladores o 
efectores de Rab18. Para hacer dicha selección, nos hemos servido de una estrategia 
traslacional, analizando las posibles correlaciones de expresión entre Rab18 y 
nuestros candidatos en muestras de feocromocitomas. Este tipo de aproximación nos 
ha permitido además ampliar nuestro conocimiento sobre la relación de Rab18 con 
patologías (neuro)endocrinas, que habíamos estudiado con anterioridad en 
somatotropinomas hipofisarios humanos (Vazquez-Martinez et al., 2008). 
 
5.1.- Regulación de la actividad de Rab18 
Para poder disponer de una visión integrada de la función que ejerce Rab18 sobre 
los gránulos de secreción, primero necesitamos entender las etapas secuenciales que 
dan lugar a la producción de una GTPasa funcional y activa: prenilación e 
intercambio de GDP por GTP. 
Como se ha mencionado en la Introducción, las proteínas Rab se sintetizan 
inicialmente como proteínas solubles en el citosol, donde son reconocidas por una 
proteína de tipo chaperona denominada REP (Rab escort protein) (Alexandrov et al., 
1994). La REP presenta la proteína Rab a la RabGGT (Rab geranylgeranyl 
transferase) para la adición de grupos geranilgeranilo. Estos grupos de tipo prenilo 
son añadidos mediante puentes tioéter covalentes a residuos de cisteína localizados en 
el extremo carboxilo terminal de la proteína Rab (Anant et al., 1998). Esta 
modificación post-traduccional es necesaria para permitir que las proteínas Rab se 
anclen a las bicapas lipídicas del orgánulo diana. Sin embargo, la actividad de la 
RabGGT debe estar espacial y temporalmente coordinada con la ruta biosintética del 
mevalonato/colesterol. Una de las enzimas claves de esta ruta es la farnesil bifosfato 
sintasa (FDS) que cataliza la producción de geranil-pirofosfato y farnesil-pirofosfato a 
partir de isopentenil-pirofosfato y dimetilalil-pirofosfato, respectivamente. El 
producto resultante, el farnesil-pirofosfato, es un intermediario clave para la 
biosíntesis de colesterol y de esteroles, y puede actuar como ligando o agonista de 
ciertos receptores de hormonas y factores de crecimiento (Russell, 2011). Además, el 
farnesil-pirofosfato es el sustrato de la geranilgeranil bifosfato sintasa (GGDS), 
enzima que cataliza la producción de grupos geranilgeranilo que serán utilizados 
subsecuentemente por la RabGGT para la modificación post-traduccional de las 
proteínas Rab. En la Figura 42, se muestran las reacciones enzimáticas que tienen 
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lugar en la ruta del mevalonato y las enzimas participantes en cada etapa. 
 
Figura 42: Ruta biosintética del 
mevalonato/colesterol. Se nombran 
las enzimas y las reacciones 
enzimáticas que catalizan, así como 
los compuestos que afectan a la ruta 
y las enfermedades asociadas a ella. 
 
 
Los experimentos de 
cromatografía líquida que se 
han realizado en este estudio 
apuntan a que Rab18 forma 
complejo con la enzima FDS. 
Esto implicaría que la 
conversión de farnesil-
pirofosfato a geranilgeranil-
pirofosfato ocurre en un 
complejo heterodimérico 
formado por las dos enzimas (FDS y GGDS). De hecho, en la levadura de fisión 
Saccharomyces pombe se ha demostrado mediante Y2H y co-inmunoprecipitación 
que, efectivamente, FDS y GGDS interaccionan físicamente formando un 
heterodímero con doble actividad enzimática (Ye et al., 2007). A este complejo se 
uniría la enzima encargada de transferir el grupo geranilgeranilo a la proteína Rab, la 
RabGGT, que a su vez tiene gran afinidad por proteínas Rab no preniladas que van 
acompañadas de REP.  
Tras el proceso de prenilación, las proteínas Rab pierden afinidad por REP, que 
sólo se une a proteínas Rab no preniladas (Goody et al., 2005), y éstas pueden 
entonces comenzar sus ciclos de actividad que dependen de la unión de GDP o GTP a 
la molécula (Pfeffer, 2005; Pfeffer y Aivazian, 2004; Seabra y Wasmeier, 2004). Sin 
embargo, en cuanto quedan libres de REP, las proteínas Rab son secuestradas por 
proteínas GDI (GDP dissociation inhibitor), que presentan gran afinidad por las 
proteínas Rab cuando éstas están preniladas y en su estado GDP, impidiendo el 
intercambio de GDP por GTP y, por tanto, reteniéndolas en el citosol en su 
conformación inactiva (Alory y Balch, 2001). En roedores y humanos se han descrito 
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hasta el momento dos isoformas de GDI: GDI1 (GDIα), que se expresa 
abundantemente en tejido nervioso pero mucho menos en otros tejidos, y GDI2 
(GDIβ), que se expresa de manera ubicua (Alory y Balch, 2001; Nishimura et al., 
1995; Nishimura et al., 1994). Nuestros resultados de inmunoprecipitación indican 
que Rab18 interacciona específicamente con GDI2 en células PC12. Así pues, 
podemos proponer que tras su prenilación, Rab18 es mantenida en su conformación 
inactiva soluble en el citosol gracias a su unión con GDI2, lo que hace de esta última 
proteína un importante regulador de la capacidad secretora de células 
(neuro)endocrinas. De acuerdo con esto, el seguimiento de gránulos de secreción que 
contienen NPY-GFP en células PC12 mediante video-microscopía mostró que la 
sobreexpresión de GDI2 provoca un aumento en la velocidad media con la que se 
mueven los gránulos. Este efecto puede deberse a que una mayor cantidad de Rab18 
permanece secuestrada en el citosol en su forma inactiva y, por tanto, no puede 
ejercer su función inhibidora sobre el movimiento de gránulos hacia la membrana 
plasmática en respuesta a estímulos extracelulares. No obstante, no podemos excluir 
que el efecto estimulador de la sobreexpresión de GDI2 sobre le movimiento de 
gránulos de secreción en células PC12 sea debido a su efecto sobre otras proteínas 
Rab, distintas de Rab18, relacionadas con el control del tráfico de gránulos. Este 
podría ser el caso de distintas isoformas de Rab3 que, de hecho, se asocian a gránulos 
de secreción en células PC12 y regulan su movimiento a diferentes niveles (Fischer 
von Mollard et al., 1991; Johannes et al., 1998; Johannes et al., 1994; Vazquez-
Martinez et al., 2007). 
Dada la alta afinidad de las proteínas GDI por las formas Rab-GDP preniladas 
(Kd en el rango nanomolar) y, consecuentemente, la baja tasa de disociación intrínseca 
de GDI, deben existir mecanismos activos que favorezcan este proceso para que las 
proteínas Rab puedan intercambiar GDP por GTP y activarse. Se han propuesto dos 
mecanismos que pueden facilitar la separación del complejo Rab-GDP:GDI. En el 
primero, se propone la existencia de proteínas GDF (GDI displacement factor), como 
la proteína de levaduras Yip3, que media la disociación de Rab9-GDP:GDI y facilita 
la inserción de Rab9 en su membrana diana (Sivars et al., 2003). Sin embargo, es muy 
probable que este mecanismo no sea general, puesto que Yip3 es el único GDF que se 
ha identificado hasta el momento. El segundo mecanismo implica la participación de 
una GEF (guanine nucleotide exchange factor) que, al mediar el intercambio de GDP 
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por GTP en la proteína Rab, hace que la proteína GDI pierda rápidamente su afinidad 
por Rab-GTP y que ésta pueda anclarse a la membrana diana. Así, se ha demostrado 
que el dominio GEF de la proteína de Legionella DrrA es suficiente para desplazar 
GDI del complejo Rab1-GDP:GDI al catalizar el intercambio de nucleótidos de GDP 
a GTP (Schoebel et al., 2009). No obstante, la obtención de la estructura 
cristalográfica de varios complejos Rab-GEF y Rab-GDI han puesto en duda este 
mecanismo, ya que han mostrado que las proteínas con actividad GEF y las GDIs se 
unen a sitios comunes en la secuencia de las proteínas Rab y, por tanto, tendrían que 
competir para su unión a las GTPasas (Rak et al., 2003; Schoebel et al., 2009). 
Recientemente, se ha propuesto un tercer mecanismo que explicaría, al menos en 
parte, cómo las proteínas Rab pueden ser activadas y dirigidas a sus respectivas 
membranas diana. Se trata de la regulación de la actividad de las GTPasas Rab 
mediante modificaciones post-traduccionales. Ya en la década de los 90 se había 
postulado que la fosforilación de ciertas proteínas Rab (Rab1A, Rab4 y Rab6) podía 
afectar a la distribución citosol/membrana de estas GTPasas (Bailly et al., 1991; van 
der Sluijs et al., 1992; Worby y McGouran, 1999), pero el hecho de que existen otras 
proteínas Rab que no son fosforiladas condujo a pensar que este mecanismo regulador 
no era general. Recientemente, dos grupos han descubierto de manera independiente 
que ciertas proteínas de Legionella, AnkX y DrrA, son capaces de desplazar GDI de 
Rab1B-GDP y Rab35-GDP gracias a su capacidad de fosfocolinación y AMPilación 
reversible de las GTPasas en los residuos Ser76 y Tyr77, respectivamente (Mukherjee 
et al., 2011; Oesterlin et al., 2012). Estos residuos están altamente conservados en las 
proteínas Rab, incluida Rab18, por lo que se propone que este mecanismo puede ser 
utilizado también por las células para desplazar GDI de Rab-GDP en condiciones no 
patológicas (Oesterlin et al., 2012).  
Curiosamente, en este trabajo hemos demostrado mediante inmuno-
colocalización y FRET que Rab18 interacciona con HTT en su conformación inactiva 
y que dicha asociación se debilita tras la estimulación de la ruta de secreción en 
células PC12. Además, nuestros estudios de sobreexpresión han mostrado que la 
cantidad de HTT presente en estas células puede modificar la proporción de Rab18 
asociada a membrana con respecto a la citosólica. Concretamente, la cantidad de 
Rab18 capaz de unirse a la superficie de gránulos de secreción aumentó en células 
PC12 que sobreexpresaban HTT, lo que sugiere que esta proteína facilita, directa o 
indirectamente, la activación de la GTPasa y, por tanto, su anclaje a la membrana 
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diana. De acuerdo con esta idea, se ha demostrado que HTT interacciona con Rab11 y 
que en células madre embrionarias carentes de HTT, tanto la capacidad de 
intercambio de GDP por GTP en esta GTPasa como la de su asociación a membranas 
están seriamente comprometidas (Li et al., 2008). De hecho, muchas de las 
disfunciones celulares asociadas a la enfermedad de Huntington son atribuidas a una 
pérdida de la actividad de Rab11 (Li et al., 2009; Li et al., 2008; Li et al., 2009; Li et 
al., 2012; Li et al., 2010; Richards et al., 2011; Steinert et al., 2012). Más aún, la HTT 
mutada perturba el tráfico de vesículas post-Golgi hacia el compartimento lisosomal 
debido a que el complejo Rab8/optineurin es incapaz de unirse a su membrana diana 
(del Toro et al., 2009). En conjunto, todos estos resultados podrían indicar que HTT 
tiene actividad GEF para diversas proteínas Rab, ya que facilita su activación y, como 
consecuencia, su presencia en membrana. Sin embargo, un análisis detallado de la 
secuencia aminoacídica de HTT sugiere otra posibilidad. HTT, al igual que ocurre 
con una proteína que interacciona con ella, HypE (Worby et al., 2009), presenta un 
dominio de tipo Fic. Este dominio es el responsable de conferir actividad de 
AMPilación a la proteína de Legionella AnkX (Roy y Mukherjee, 2009). Así pues, es 
posible que HTT facilite el intercambio de GDP por GTP en Rab18 y su presencia en 
membrana debido a su capacidad de AMPilar de manera reversible esta GTPasa, lo 
que, a su vez, provocaría el desplazamiento de GDI2 del complejo Rab18-GDP, 
quedando esta última libre para su asociación con una proteína intercambiadora de 
nucleótidos de guanina. 
Si esta hipótesis es cierta y HTT modula la actividad de Rab18 mediante 
modificaciones post-traduccionales de la GTPasa en lugar de actuar como GEF y 
facilitar el intercambio de GDP por GTP, la proteína GEF encargada de mediar este 
proceso en Rab18 estaría aún por descubrir. En este sentido, el análisis del 
interactoma de Rab18 mediante Y2H ha resultado en la identificación de dos 
proteínas con actividad GEF que podrían mediar el intercambio de nucleótidos de 
guanina en Rab18: ARHGEF3 y RASGEF1B. Se ha descrito que ARHGEF3 activa 
de manera específica dos GTPasas implicadas en la remodelación del citoesqueleto de 
actina, RhoA y RhoB (Arthur et al., 2002), mientras que RASGEF1B parece activar 
específicamente Rap2, una GTPasa que regula la adhesión celular dependiente de 
integrinas y cadherinas, así como la diferenciación neuronal y la plasticidad sináptica 
(Yaman et al., 2009). En este sentido, no disponemos de evidencias experimentales 
directas que demuestren que ARHGEF3 y RASGEF1B puedan actuar como GEFs de 
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Rab18 o de otras proteínas Rab, aunque sí cabe mencionar que existen ejemplos de 
proteínas con actividad GEF que tienen múltiples dianas entre las GTPasas de 
diferentes familias. Por ejemplo, RhoGEF Trio es capaz de intercambiar GTP no sólo 
en RhoA y RhoG, sino también en Rac1 (van Rijssel y van Buul, 2012). 
Otra posibilidad es que ARHGEF3 y RASGEF1B sean efectores de Rab18. En 
este sentido, Rab18 podría regular la actividad de estas proteínas GEF mediante una 
interacción directa. De hecho, el modo de actuación en cascada de las proteínas Rab 
se basa en muchas ocasiones en interacciones de proteínas Rab activas con GEFs de 
otras GTPasas. El aumento de la cantidad de la segunda GTPasa en la membrana 
diana suele conllevar la activación de una proteína GAP que acelera la hidrólisis de 
GTP en la primera GTPasa y, por tanto, su inactivación y extracción de la membrana. 
De esta manera, las células aseguran la unidireccionalidad de la ruta secretora. El 
grupo de P. Novick fue el primero en aportar pruebas experimentales que apoyan este 
mecanismo. En concreto, descubrieron que la GTPasa de levaduras Ypt32p recluta a 
la proteína GEF que activa la siguiente GTPasa de la ruta, Sec4p (Ortiz et al., 2002). 
Además, Ypt32p también recluta la proteína GAP encargada de inactivar la GTPasa 
previa, Ypt1p (Rivera-Molina y Novick, 2009). Otros grupos han propuesto modelos 
de actuación similares para otras Rab GTPasas (Nottingham et al., 2011; Nottingham 
y Pfeffer, 2009; Nottingham et al., 2012; Rink et al., 2005), lo que sugiere que las 
cascadas de proteínas Rab pueden representar el mecanismo molecular general que 
usa la célula para establecer el orden secuencial de activación y coordinación de los 
distintos compartimentos de la ruta secretora. En lo referente a Rab18, se requiere 
trabajo adicional para elucidar el papel fisiológico de su interacción con ARHGEF3 y 
RASGEF1B. 
 
5.2.- Acción de Rab18 sobre el complejo motor dependiente de microtúbulos. 
En trabajos previos, demostramos que Rab18-GTP se asocia a una población 
particular de gránulos de secreción en células (neuro)endocrinas, lo que provoca una 
inhibición de su capacidad de movimiento anterógrado y, como consecuencia, una 
disminución de la tasa de secreción neta de dichas células en respuesta a estímulos 
extracelulares (Vazquez-Martinez et al., 2007). También demostramos que el 
compartimento secretor positivo para Rab18 es diferente al que controla Rab3A, otra 
Rab GTPasa que regula exocitosis en las últimas etapas del proceso: docking y fusión 
de gránulos de secreción con la membrana plasmática (Martelli et al., 2000; Schluter 
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et al., 2002). Estas observaciones, junto al análisis ultraestructural de la población de 
gránulos de secreción positivos para Rab18 que reveló que estos se encuentran a 
cierta distancia de la membrana plasmática, nos condujo a proponer que Rab18 actúa 
en etapas tempranas del proceso secretor (Vazquez-Martinez et al., 2007). Durante 
esas etapas, los péptidos de secreción se clasifican y empaquetan en gránulos de 
nueva formación que se anclan a la red de microtúbulos para su transporte a larga 
distancia hacia zonas concretas de la membrana especializadas en secreción 
(Alexander et al., 2005; Rudolf et al., 2001). Cuando los gránulos se encuentran 
próximos a la membrana plasmática, son traspasados a filamentos de actina, que 
controlan de manera muy precisa su acercamiento final (Atkinson et al., 1992; 
Goldstein y Yang, 2000; Park y Loh, 2008; Sheetz, 1999; Vaughan y Dean, 2006). De 
acuerdo a la posición de los gránulos que presentan Rab18 relativa a la superficie 
celular, cabe pensar que su transporte debe depender de la red de microtúbulos más 
que de filamentos de actina. De hecho, nuestros resultados muestran que el mutante 
constitutivamente activo Rab18(Q67L) marca estructuras vesiculares que no 
coinciden espacialmente con filamentos de actina en células PC12, donde esta red se 
localiza principalmente cerca de la membrana plasmática formando el córtex celular. 
Por el contrario, estas vesículas se localizan muy próximas a haces de microtúbulos, 
como demuestra el alto grado de coincidencia espacial entre los gránulos que 
presentan Rab18(Q67L) y tubulina. Nuestros estudios de video-microscopía 
confirman esta asociación, ya que nos permitieron observar claramente como los 
gránulos marcados con DsRed-Rab18(Q67L) alternan movimientos anterógrados y 
retrógrados en estrecha asociación con los haces de microtúbulos. Más aún, en este 
trabajo hemos mostrado que se requiere una red funcional de microtúbulos para que 
se produzca la asociación de Rab18 a los gránulos ya que ni la forma silvestre de 
Rab18 tras un pulso despolarizante con K+ ni incluso la forma constitutivamente 
activa incapaz de hidrolizar GTP pueden asociarse a gránulos cuando los 
microtúbulos se encuentran despolimerizados mediante el uso de nocodazol. Las 
proteínas Rab no interaccionan directamente con microtúbulos, por lo que estos 
resultados sugerían que el reclutamiento de Rab18 debía estar supeditado a la 
presencia en la superficie del gránulo de secreción de proteínas que sí lo hagan.  
En este sentido, los motores moleculares dependientes de microtúbulos, quinesina 
y dineína, cumplen perfectamente esta condición. Por una parte, reconocen y se 
asocian de manera específica al cargo (en este caso, los gránulos de secreción) y, por 
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otra, son los responsables del movimiento dirigido sobre los haces de microtúbulos 
(Karcher et al., 2002). Nuestros estudios de FRET en células fijadas y en células vivas 
en tiempo real han mostrado que la estimulación de la ruta de secreción regulada 
induce un aumento en la asociación de Rab18 con la cadena ligera de la quinesina-1 
(KLC) en células PC12, con la que, además, se observa colocalización en los estudios 
de microscopía confocal. Además, uno de los clones positivos obtenidos mediante 
Y2H fue KIF5C, una isoforma de cadena pesada de quinesina-1 (KHC) que forma 
homodímeros así como heterodímeros con KIF5A y KIF5B (Hirokawa et al., 2010). 
Así pues, es razonable proponer la incorporación de quinesina-1 a la superficie de los 
gránulos de secreción y su interacción con Rab18 podría estabilizar la GTPasa en su 
forma activa y de esta manera evitar que proteínas GAP medien la hidrólisis de GTP 
y, con ello, la extracción de Rab18 de la membrana del gránulo. En ausencia de una 
red de microtúbulos funcional, la quinesina-1 adoptaría una conformación 
autoinhibidora en la que los dominios globulares de las KHCs, responsables de la 
unión de la proteína motora a los microtúbulos, estarían plegados y asociados a las 
KLCs de tal manera que se impediría el reconocimiento y la unión al cargo (Cai et 
al., 2007). 
Las quinesinas-1 formadas por cualquier combinación de KHCs pueden 
transportar diversos tipos de cargo, entre los cuales se encuentran diferentes vesículas 
de la ruta secretora (Hirokawa et al., 2010). Además, estas proteínas parecen actuar 
coordinadas con la dineína, ya que, en muchas ocasiones, las vesículas se mueven 
bidireccionalmente, es decir, excursiones en una dirección pueden ser interrumpidas 
por pausas o movimientos en la dirección opuesta, lo que ha sugerido la presencia de 
ambos motores en la superficie de la misma vesícula (Caviston y Holzbaur, 2006). 
Los mecanismos reguladores que gobiernan la coordinación de ambos motores se 
desconocen, pero se propone que ésta puede ocurrir a través de la interacción directa 
de los motores con factores accesorios como la dinactina (Deacon et al., 2003). De 
acuerdo con esto, nuestros estudios de microscopía confocal mostraron que los 
gránulos positivos para Rab18 presentan a menudo p150Glued, una subunidad del 
complejo motor dinactina (Schroer, 2004). Por otra parte, se ha propuesto que el 
estado de fosforilación de HTT determina la asociación de quinesina-1 o dineína a la 
superficie de la vesícula a transportar (Colin et al., 2008). Concretamente, cuando se 
encuentra fosforilada en el residuo de Ser421, HTT promueve la unión de quinesina-1 
a los microtúbulos y al cargo y, consecuentemente, el transporte anterógrado de estos. 
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Por el contrario, cuando HTT no está fosforilada, la quinesina-1 se descuelga del 
complejo motor y entonces las vesículas se mueven en dirección retrógrada (Colin et 
al., 2008). Estos resultados, junto a los nuestros, sugieren que HTT actúa no sólo 
como centro coordinador del ensamblado del complejo motor encargado de 
transportar cargo hacia el extremo (+) de microtúbulos, sino también como regulador 
indirecto de su actividad, ya que media el reclutamiento de Rab18 lo que, por su 
parte, provoca una disminución de la capacidad de movimiento anterógrado.  
Nuestros experimentos de video-microscopía en los que se han analizado 
distintos parámetros del movimiento de vesículas mediado por quinesina-1 han 
mostrado que, en células que sobreexpresan Rab18, se produce una reducción 
significativa de la velocidad de movimiento anterógrado de dichas vesículas tras la 
estimulación de la ruta de secreción regulada. Estos datos, junto con los obtenidos 
mediante FRET y Y2H, sugieren que la interacción de Rab18 con quinesina-1 inhibe 
la procesividad de la proteína motora. En la literatura se pueden encontrar numerosos 
ejemplos de proteínas Rab que interaccionan, directa o indirectamente, con proteínas 
motoras para regular el transporte entre el compartimento donador y el aceptor. Este 
papel de las proteínas Rab en la regulación del transporte a lo largo del citoesqueleto 
se ha demostrado claramente en estudios realizados con la proteína motora de 
asociación a actina miosina-Va, que es reclutada específicamente hacia melanosomas 
gracias a la acción de Rab27A en complejo con diversas proteínas efectoras (Kuroda 
et al., 2005; Tsuboi y Fukuda, 2005, 2006). Otros estudios han mostrado la 
interacción de diferentes proteínas Rab con los motores moleculares asociados a 
microtúbulos. Por ejemplo, Rab6, formando complejo con BICD1/2, se asocia a 
dineína y media el transporte retrógrado de vesículas entre el TGN y el RE; Rab7, 
junto con su efector RILP, recluta dineína y dinactina a los lisosomas; Rab4 media el 
transporte de endosomas tempranos mediante su interacción directa con la quinesina-
14B (Caviston y Holzbaur, 2006), y Rab11 interacciona con quinesina-1, lo que 
permite su transporte desde el soma a la base de las espinas dedríticas en neuronas 
(Matsuzaki et al., 2011). Sin embargo, a nuestro conocimiento, este es el primer 
estudio en el que se demuestra no sólo la interacción directa de Rab18 con quinesina-
1, sino también que una proteína Rab puede modular negativamente la capacidad de 




5.3.- Interacción de Rab18 con gránulos de secreción inmaduros en las etapas 
tempranas de la ruta de secreción regulada. 
Durante las etapas tempranas de la ruta secretora regulada, los péptidos de 
secreción sufren una clasificación y empaquetado en gránulos que se forman a partir 
de membranas del TGN [modelo de sorting-for-entry; (Chung et al., 1989; Cool et al., 
1997)]. Este modelo clásico está basado en la presunción de que el TGN actúa como 
centro primario de clasificación de proteínas, cuyo destino final puede ser la 
membrana plasmática (secreción regulada o constitutiva) o lisosomas. En este 
escenario, el empaquetamiento de los gránulos de secreción electrodensos (dense-core 
granules; DCGs) ocurriría gracias a la acción de receptores de clasificación presentes 
en las membranas del TGN que reconocerían específicamente las proteínas a 
empaquetar en los lugares donde se produce la evaginación de los gránulos de nueva 
formación (Chung et al., 1989; Cool et al., 1997), como se ha propuesto que sucede 
para la carboxipeptidasa E, que actuaría de receptor del precursor POMC y de otras 
hormonas hipofisarias (Cool et al., 1997). En este contexto, los gránulos de secreción 
así formados contendrían una carga homogénea compuesta exclusivamente por 
péptidos de secreción listos para ser dirigidos a la membrana plasmática y liberados 
en respuesta a estímulos extracelulares. Según este modelo de clasificación y 
transporte de proteínas de secreción, cabría preguntarse cuál podría ser el significado 
biológico de la retención de una población determinada de gránulos de secreción 
mediada por Rab18. Una posibilidad es que la célula necesite retener un determinado 
número de gránulos de nueva síntesis debido a que su contenido requiere un mayor 
procesamiento para que los péptidos de secreción adquieran actividad biológica antes 
de pasar a formar parte del pool de gránulos listos para ser liberados. De acuerdo con 
esto, muchas hormonas peptídicas se sintetizan inicialmente como precursores 
inactivos que, como se indicó en secciones anteriores, son procesados 
fundamentalmente en los gránulos de secreción (Seidah, 2011; Seidah y Prat, 2002). 
Es en estos orgánulos donde las prohormonas y las proteasas que las procesan 
interaccionan, generándose las formas bioactivas correspondientes que serán 
finalmente secretadas (Kim et al., 2006). En concreto, la biogénesis de DCGs en 
células cromafines se describió por primera vez en 1941 (Bennett, 1941). En éste, y 
en estudios posteriores, se propuso que este proceso comienza con la evaginación de 
gránulos de secreción inmaduros (ISGs) a partir del TGN, los cuales necesitan pasar 
por varias etapas de maduración para formar gránulos de secreción maduros (MSGs). 
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Estas etapas incluyen la acidificación del interior de ISGs de nueva formación, un 
proceso necesario para la activación de las convertasas de prohormonas y 
carboxipeptidasas que participan en el procesamiento final de las proteínas de la ruta 
de secreción regulada, así como la extracción de enzimas hidrolasas lisosomales y 
proteínas de la ruta de secreción constitutiva empaquetadas erróneamente en ISGs 
(Arvan y Castle, 1992, 1998; Bennett, 1941; Orci et al., 1986). Adicionalmente, se 
produce la pérdida de la cubierta de clatrina y de otras proteínas de cubierta de los 
gránulos, la extracción de H2O y la condensación del contenido del gránulo para 
formar los MSGs (Arvan y Castle, 1992, 1998; Bennett, 1941; Orci et al., 1986). En 
relación con estas observaciones, a principios de los años 90 se propuso un modelo 
alternativo de clasificación de proteínas en la ruta secretora (modelo de sorting-by-
retention), según el cual los DCGs no se formarían de una manera activa a partir de la 
membrana del TGN, sino que se generarían a partir de proyecciones túbulo-
vesiculares del TGN que, eventualmente, se separarían de la red y formarían ISGs 
(Rambourg et al., 1992). Así pues, todas las proteínas, independientemente de su 
destino final, entrarían en ISGs y, una vez allí, aquellas proteínas destinadas a ser 
liberadas por la vía constitutiva o a ser transportadas a otros orgánulos serían 
extraídas mientras que las destinadas a ser liberadas por la vía regulada serían 
retenidas de manera selectiva en espera del estímulo apropiado que induzca su 
liberación (revisado en Kim et al., 2006).  
En los primeros estudios realizados en nuestro laboratorio sobre Rab18, que 
permitieron demostrar la asociación de esta GTPasa a una subpoblación de gránulos 
de secreción en tres tipos celulares con ruta de secreción regulada, i.e., las células 
PC12, la línea corticotropa AtT20, y las células melanotropas hipofisarias, no 
obtuvimos pruebas experimentales sólidas que nos permitieran establecer la 
naturaleza exacta de dichos gránulos (Vazquez-Martinez et al., 2007). No obstante, ya 
entonces sugerimos que Rab18 actuaría en fases tempranas del tráfico de gránulos, 
basándonos en la observación de que los gránulos Rab18-positivos se localizaban a 
una distancia considerable en relación a la superficie celular (aproximadamente de 
650-700 nm), además de no colocalizar con otra proteína Rab que marca los gránulos 
en estado de docking, Rab3A (Martelli et al., 2000; Schluter et al., 2002). En el 
presente estudio, comenzamos a plantearnos la posibilidad de que los gránulos 
marcados con Rab18 pudieran corresponder a una subpoblación funcional particular a 
partir de los resultados derivados del estudio de Y2H. En concreto, estos ensayos 
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permitieron la identificación de varias proteínas relacionadas con el sistema de 
endosomas/lisosomas, como algunos componentes del complejo BLOC-1 (pallidin y 
probablemente DBNDD2) o LAMP1, lo que, en principio, podría sugerir la existencia 
de una relación funcional entre estos orgánulos y los gránulos de secreción mediada 
por Rab18. En este contexto, los ISGs están relacionados con el sistema endo-
lisosomal ya que transfieren parte de su contenido, mediante la gemación de vesículas 
recubiertas de clatrina, a órganulos de dicho sistema (Braulke y Bonifacino, 2009). 
Por ello, nos planteamos analizar si, tras su activación, Rab18 se asocia a esta 
población concreta de gránulos de secreción inmaduros y, para ello, comparamos la 
distribución intracelular de Rab18 con la que exhibe un marcador de ISGs, la proteína 
de superficie sinaptotagmina IV (Eaton et al., 2000). Las imágenes de microscopía 
confocal y el cálculo posterior del índice de colocalización de las señales de Rab18 y 
sinaptotagmina IV indican que la estimulación de la ruta secretora provoca la 
asociación de la GTPasa a ISGs. Estas observaciones, junto con el demostrado papel 
de Rab18 en la regulación de la secreción en células neuroendocrinas, sugería una 
posible implicación de dicha proteína, directa o indirecta, en la maduración del cargo 
contenido en los gránulos y a ser secretado por estas células.  
Los experimentos de colocalización de Rab18 y las proteínas identificadas por 
Y2H pueden ayudar a proponer un modelo de actuación de Rab18 en relación a los 
ISGs. Así, estos experimentos mostraron que Rab18, cuando está asociado a 
vesículas, colocaliza con proteínas del complejo BLOC-1 (pallidin y DBNDD2, , si 
esta proteína puede asimilarse en cuanto a función a su parálogo dysbindin; ver 
comentarios más adelante), así como con una proteína de la familia de las dinaminas 
(DNM3). BLOC-1 es un complejo multiproteico compuesto por 8 subunidades, 5 de 
las cuales (pallidin, muted, cappuccino, dysbindin y BLOS3) se han asociado con el 
síndrome de Hermansky-Pudlak, un desorden autosómico recesivo que afecta a la 
biogénesis de orgánulos relacionados con lisosomas y caracterizado por la aparición 
de albinismo de piel, ojos y pelo, sangrado continuado y fibrosis pulmonar 
(Bonifacino, 2004). Existen evidencias experimentales que demuestran una 
interacción directa de componentes del complejo BLOC-1 con subunidades del 
complejo adaptador AP-3 (Di Pietro et al., 2006), un componente de la maquinaria 
celular que controla la clasificación y transporte de proteínas específicas desde 
endosomas hacia lisosomas y a otros orgánulos especializados como los melanosomas 
(Setty et al., 2007) o vesículas sinápticas (Newell-Litwa et al., 2009). Estos complejos 
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adaptadores son reclutados a sus membranas dianas gracias a la acción de proteínas 
Ras GTPasas de bajo peso molecular y fosfolípidos de inositol (Bonifacino y Glick, 
2004). En el caso concreto de AP-3, el complejo es reclutado hacia la membrana de 
endosomas por la GTPasa Arf unida a GTP (Faundez et al., 1998; Ooi et al., 1998). 
Curiosamente, se ha demostrado que la asociación del complejo BLOC-1 a su 
membrana diana aumenta tras el tratamiento de las células con el análogo de GTP no 
hidrolizable GTPγS, lo que sugiere que, al igual que sucede con AP-3, el 
reclutamiento de BLOC-1 a membrana también depende de la actividad de una 
GTPasa (Di Pietro et al., 2006). Dada la interacción de Rab18 con varias subunidades 
del complejo BLOC-1, cabría la posibilidad de que esta GTPasa actúe como punto de 
ensamblaje de BLOC-1 en la membrana de ISGs. De acuerdo con esta idea, se ha 
propuesto que BLOC-1 participa en distintas etapas de la ruta secretora y la fusión de 
membranas puesto que muchas de sus subunidades interaccionan directa o 
indirectamente con moléculas clave que regulan estos procesos, tales como proteínas 
Rab (Cheli et al., 2010), SNAREs (Ghiani et al., 2010; Huang et al., 1999; Lu et al., 
2009), Sec1/Munc18-like (Hikita et al., 2009) y subunidades de factores de tethering 
como el exocisto (Bao et al., 2008; Mead et al., 2010; Rodriguez-Fernandez y 
Dell'Angelica, 2009). Así pues, teniendo en cuenta nuestros resultados, nos 
planteamos proponer que, tras su activación, Rab18 podría ayudar a reclutar al 
complejo BLOC-1/AP-3 a la superficie de los ISGs para que se lleve a cabo la 
clasificación del cargo, la formación de vesículas con carga lisosomal y la transición 
de ISGs a MSGs que contengan una carga homogénea en productos de secreción 
regulada y, por tanto, listos para ser liberados en respuesta a estímulos extracelulares.  
La interacción de Rab18 con DNM3 también apoya esta idea. DNM3 pertenece a 
una familia de GTPasas que participan en el proceso de escisión de las vesículas en 
formación de la membrana del compartimento donador (Ferguson y De Camilli, 
2012). Aunque la función de estas proteínas ha sido investigada de manera exhaustiva 
en relación al proceso de endocitosis (Ferguson y De Camilli, 2012), varias 
aproximaciones experimentales han aportado evidencias que sugieren que las 
dinaminas también contribuyen a la fisión de vesículas recubiertas de clatrina en otros 
puntos de la ruta secretora, como en la evaginación de vesículas de transporte a partir 
de la red trans del Golgi y de endosomas (Derivery et al., 2009; Jones et al., 1998; 
Kreitzer et al., 2000; Mesaki et al., 2011). En este escenario, Rab18 podría participar 
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en el proceso de maduración de ISGs no sólo reteniendo a estas vesículas en una 
posición concreta inhibiendo la procesividad del motor quinesina-1, sino también 
atrayendo a complejos moleculares responsables de la extracción de proteínas no 
destinadas a la ruta de secreción regulada de estos compartimentos, como BLOC-
1/AP-3, así como reclutando un factor clave para la escisión de las vesículas de nueva 
formación del compartimento donador, la DNM3.  
Las propuestas planteadas a partir de los resultados de YSH y de colocalización 
requieren, no obstante, tanto de pruebas bioquímicas adicionales de interacción 
proteína-proteína, como de experimentos funcionales que demuestren la repercusión 
del silenciamiento y/o sobreexpresión de Rab18 sobre el contenido de ISGs y MSGs, 
así como de los productos de secreción liberados bajo estas condiciones, que están 
actualmente en curso en nuestro laboratorio. En este contexto, indicar finalmente que 
se ha sugerido que la maduración de ISGs a MSGs en células AtT20 así como su 
capacidad de respuesta a secretagogos requieren la eliminación de un inhibidor 
putativo. Concretamente, la transición de ISGs a MSGs conlleva un aumento de la 
capacidad de respuesta exocítica de estos últimos al Ca2+, lo que implica que durante 
las etapas de maduración se elimina un inhibidor de la exocitosis inducida por Ca2+ 
presente en los ISGs (Eaton et al., 2000). De hecho, en estudios previos demostramos 
que la sobreexpresión de Rab18 provoca una reducción significativa en la capacidad 
secretora de células PC12 y AtT20 en respuesta a estímulos exocíticos (Vazquez-
Martinez et al., 2007) y en este hemos mostrado que la GTPasa inhibe el movimiento 
de los gránulos hacia la membrana plasmática mediante la regulación de la 
procesividad del motor molecular quinesina-1, por lo que es razonable proponer que 
la presencia de Rab18 en la superficie de ISGs puede impedir la transición de estos a 
MSGs. 
 
5.4.- Rab18 y proteínas relacionadas en feocromocitomas  
Como se ha descrito en la Introducción, en un estudio previo demostramos que la 
elevada secreción de hormona del crecimiento que tiene lugar en pacientes con 
tumores hipofisarios del tipo acromegalia está asociada a una expresión 
anormalmente reducida de Rab18 (Vazquez-Martinez et al., 2008). En este trabajo, 
gracias a la colaboración establecida con los Dres.  M. Robledo y A. De Cubas 
(CNIO), hemos ampliado estas observaciones a otro tipo de tumores neuroendocrinos, 
feocromocitomas y paragangliomas. Así, se ha podido demostrar que, 
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independientemente de la naturaleza del tumor (benignos o malignos esporádicos, o 
con mutaciones en la línea germinal de alguno de los siguientes genes: VHL, SDHB, 
SDHD, RET, NF1, TMEM127 o MAX), la expresión de Rab18 se encontró siempre 
por debajo de los niveles encontrados en la médula adrenal de individuos sanos, 
aunque sólo dispusimos de un número suficiente de muestras para obtener valores de 
FDR (False Discovery Rate) estadísticamente aceptables en el caso de tumores 
benignos. Teniendo en cuenta que los feocromocitomas están normalmente asociados 
con niveles circulantes elevados de catecolaminas y de sus metabolitos (Fung et al., 
2008) y de otros componentes de los gránulos de las células de la médula adrenal, 
incluidos ciertos péptidos derivados de las graninas (Guillemot et al., 2006; Yon et 
al., 2003), los niveles anormalmente reducidos de Rab18 en los tumores podrían 
contribuir a la secreción elevada de dichos productos, de forma adicional obviamente 
al efecto inherente a la neoplasia de las células cromafines.  De hecho, en el caso de  
la acromegalia, hemos demostrado que las células somatotropas tumorales 
individuales muestran niveles de secreción de GH más elevados que los presentados 
por somatotropas procedentes de tumores no funcionantes, obtenidos a partir de 
pacientes con niveles plasmáticos normales o incluso disminuidos de GH (Vazquez-
Martinez et al., 2008). En conjunto, nuestros datos en tumores (neuro)endocrinos 
apuntan a que la expresión anormalmente reducida de Rab18 podría tener un efecto 
generalizado a nivel de la ruta de secreción regulada, y representar así un factor 
importante a considerar en aquellas enfermedades neuroendocrinas caracterizadas por 
la hipersecreción de determinados productos. Sin embargo, cabe mencionar que 
recientemente se ha demostrado que el micro síndrome de Warburg, una enfermedad 
neurodegenerativa autosómica recesiva caracterizada por anormalidades en el 
desarrollo del cerebro, de los ojos y de distintos ejes endocrinos, está causada por una 
mutación en el gen de Rab18 que provoca la pérdida de actividad de la GTPasa (Bem 
et al., 2011). A pesar de ello, estos pacientes no presentan mayor incidencia en la 
aparición tumores neuroendocrinos, lo que podría deberse a que deficiencias de larga 
duración en la función de Rab18 podrían suplirse por un aumento de la actividad de 
otra Rab GTPasa relacionada. De hecho, en este mismo estudio se mostró que 
mutaciones en el gen RAB3GAP1, que codifica una proteína GAP que regula la 
actividad de Rab3, provoca exactamente el mismo fenotipo que la mutación en el gen 
RAB18, lo que ha llevado a proponer que Rab18 y Rab3 pueden estar funcionalmente 
relacionados (Bem et al., 2011).  
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En el estudio de microarray, también comparamos la expresión de distintas 
subunidades del complejo BLOC-1 (cappuccino, muted, snapin y pallidin), de 
DBNDD2, de DNM3 y de GDI2 en médula adrenal normal y en feocromocitomas. En 
cuanto a las subunidades del complejo BLOC-1, la expresión de cappuccino, muted, 
snapin y pallidin se encontraba reducida en muestras de feocromocitomas 
comparadas con tejido sano, aunque sólo se obtuvieron FDRs estadísticamente 
significativos para cappuccino. Por el contrario, la expresión de DBNDD2 se 
encontró consistentemente aumentada en todos los tipos de feocromocitomas 
analizados. Estos resultados indican, por una parte, una regulación diferencial 
aparente de la expresión de Rab18 y de los componentes del complejo BLOC-1. Por 
otra parte, señalan que DBNDD2, cuya regulación en los tumores es opuesta a la 
observada por los componentes del complejo BLOC-1, podría presentar funciones 
independientes de dicho complejo. De hecho, otro miembro de esta familia de 
proteínas, dysbindin, se identificó originalmente como una proteína de unión a 
dystrobrevin, una proteína que no forma parte del complejo BLOC-1 y que participa 
en el anclaje de la red de citoesqueleto a la matriz extracelular y sirve como scaffold 
para proteínas que participan en los sistemas de transducción de señal (Albrecht y 
Froehner, 2002; Blake et al., 2002; Durbeej y Campbell, 2002). Curiosamente, la 
región aminoacídica responsable de su unión dystrobrevin también contiene las 
regiones de unión a pallidin, por lo que la función de dysbindin en complejo con 
dystrobrevin no parece tener relación con la función del complejo BLOC-1 (Nazarian 
et al., 2006). Será necesario realizar experimentos de caracterización de DBNDD2 en 
células neuroendocrinas para determinar su papel funcional en este tipo celular y su 
relación con Rab18 en este contexto. Por otra parte, la observación de que DBNDD2 
y también DNM3 estén aumentados de manera significativa en un número importante 
de tumores, sugiere que estas dos proteínas podrían jugar un papel en la fisiopatología 
de los feocromocitomas. 
Es importante resaltar también la correlación consistente encontrada entre la 
expresión de Rab18 y GDI2 en prácticamente todos los tipos de tumores, lo que está 
en línea con nuestros resultados de inmunoprecipitación y, en conjunto, apoyan la 
hipótesis de que, de las dos isoformas de GDI, que se han descrito hasta el momento 
(Alory y Balch, 2001; Nishimura et al., 1995; Nishimura et al., 1994), GDI2 es la 
encargada de retener a Rab18 en su forma inactiva, al menos en células con ruta de 
secreción regulada. Finalmente, nuestros datos de correlación de la expresión de 
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Rab18 y LAMP1 en feocromocitomas, junto con la aparente común regulación 
transcripcional de ambas proteínas, y también del marcador de ISGs, sinaptotagmina 
IV, sugieren la existencia de un link funcional entre dichas proteínas, que estaría 
reforzada por nuestras observaciones de Y2H y de colocalización. 
En el futuro nos planteamos analizar la expresión de Rab18 y de los interactores 
potenciales que hemos definido en nuestro estudio en relación a los niveles 
circulantes de catecolaminas y/o graninas de los pacientes en los que se llevaron a 
cabo los estudios de microarrays, lo que nos permitirá definir mejor la participación 
de dichas proteínas en la ruta de secreción regulada. 
 
5.5.- Consideraciones finales 
En resumen, de acuerdo a los resultados presentados en este trabajo, proponemos 
el siguiente modelo de actuación de Rab18 en el contexto de la ruta de secreción 
regulada en células neuroendocrinas. En condiciones basales, Rab18 se encontraría 
unida a GDP en su conformación inactiva y secuestrada en el citosol por GDI2, que 
evitaría la unión de GTP a la GTPasa y, por tanto, su activación prematura. Tras la 
estimulación de la ruta de secreción regulada, HTT favorecería la separación de 
Rab18 de GDI2 mediante modificaciones post-traduccionales y/o cambios 
conformacionales en la GTPasa que conllevarían la pérdida de afinidad de GDI2 por 
Rab18, permitiendo así el intercambio de GDP por GTP y la translocación de Rab18 
hacia la superficie de ISGs. Una vez activa, Rab18 interaccionaría con el motor 
quinesina-1, inhibiendo su capacidad de movimiento y previniendo así el transporte 
de estos gránulos hacia la membrana plasmática y su incorporación al pool de 
gránulos de secreción listos para ser liberados. Esto permitiría a la célula disponer del 
tiempo suficiente para concluir con el procesamiento proteolítico de ciertos péptidos 
de secreción, así como para concluir con la clasificación del cargo contenido en ISGs 
y, por tanto, mediar la maduración de ISGs a MSGs. Rab18 podría también favorecer 
el reclutamiento a la superficie de ISGs de la maquinaria molecular responsable de la 
extracción de las enzimas hidrolíticas contenidas en ISGs o de otros productos no 
secretables y cuyo destino final sería el lisosoma o endosomas (BLOC-1, LAMP1, 
DNM3). En este proceso, Rab18 podría incluso transitar entre ISGs y lisosomas y 
endosomas, formando parte del establecimiento de una cascada particular de proteínas 

























1.- La asociación de Rab18 con los gránulos de secreción, que depende del 
citoesqueleto de microtúbulos, modula la dinámica de movilización de éstos.  
 
2.- La unión de Rab18 a sus orgánulos diana depende presumiblemente de la acción 
de proteínas reguladoras como GDI2 y farnesil bifosfato sintasa, que controlarían la 
cantidad de proteína Rab18 activa.  
 
3.- Rab18 en su conformación inactiva interacciona con huntingtina, lo que favorece 
su activación (i.e., intercambio de GDP por GTP) y asociación a la superficie de los 
gránulos de secreción.  
 
4.- En su conformación activa, Rab18 interacciona con quinesina-1 y reduce la 
procesividad de este motor molecular.  
 
5.-  Mediante su interacción con los componentes del complejo motor asociados a 
microtúbulos, Rab18 podría regular la localización subcelular de los gránulos de 
secreción inmaduros y la relación funcional entre éstos y el sistema endo-lisosomal 
para facilitar la maduración de los mismos. 
 
6.- La expresión de Rab18 y de algunos de sus reguladores y efectores está 
desrregulada en tumores neuroendocrinos. Los cambios coordinados en la expresión 
de estas proteínas podrían contribuir, al menos en parte, al patrón de secreción 
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